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Presentazione

Se ne parla ormai da un po’ di tempo e hanno conquistato gia tanti
titoli di giornale, generando attese e speranze. Sono le CAR T-cells:
una terapia antitumorale innovativa e rivoluzionaria, che in alcu-
ni casi ha gia permesso di raggiungere risultati straordinari in pa-
zienti affetti da alcuni tipi di tumori ematologici.

Non per niente, 'anno scorso, '’American Society of Clinical Oncolo-
gv le ha nominate "progresso clinico dell'anno’ in oncologia.

La terapia con CAR T-cells (o, pit semplicemente, CAR T, protago-
nista di questo quaderno di PharmaStar, rappresenta in effetti una
rivoluzione, perché introduce un cambio di paradigma: non si trat-
ta, infatti, di un nuovo farmaco di sintesi, ma di cellule modifica-
te geneticarmente e preparate a partire dai linfociti T del paziente,
che sono state definite ‘il primo farmaco vivente’ e rappresenta-
no un perfetto esempio di medicina personalizzata; inoltre, come
vedremo, si utilizzano in pazienti con tumori in stadio avanzato,
nei quali ci si e giocati tutte le cartucce disponibili, con I'ambizio-
ne di guarirli. Per giunta con un trattamento una tantum: una sola
infusione di queste cellule. Nessun farmaco, nemmeno quelli piu
innovativi, riesce al momento a ottenere questo risultato nelle pa-
tologie per le quali le CAR T-cells sono attualmente indicate.

Conle CART-cells,due delle quali sono state gia approvate dalle agen-
zie regolatorie, Aifa compresa, inizia, comungue, una nuova era: I'im-
munoterapia cellulare entra per la prima volta nel campo dell'ermato-
logia, e lo fa con l'obiettivo di guarire una volta per tutte patologie per
le quali, finora, non esisteva una cura definitiva.

Certamente, sia le strutture autorizzate a somministrarle sia il Si-
sterna sanitario nazionale dovranno imparare molto e attrezzarsi
adeguatamente per gestire al meglio, in tutti i suoi aspetti, questa
terapia innovativa e le molteplici sfide che essa implica.

Nel nostro Quaderno troverete inizialmente riassunte le principali
domande alle quali cerchiamo di dare risposta con questa iniziati-
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va editoriale e un capitolo di ripasso sul sistema immunitario, in
quanto le CAR T-cells agiscono proprio a questo livello, rappresen-
tando, a tutti gli effetti, una forma di immunoterapia. Vi raccontia-
mo, inoltre, la storia alla base di questa rivoluzione, come vengono
prodotte le CAR T-cells e quali sonole attuali applicazionicliniche e
le prospettive diricerca. Senza dimenticare la gestione degli eventi
avversi, che in alcuni casi possono essere particolarmente gravi.

Troverete poi una sezione dedicata alle cinque CAR T-cells ‘indu-
striali’ gia approvate o in fase piu avanzata di sviluppo, delle quali
vengono descritti i principali studi clinici condotti finora o in corso,
e i risultati ottenuti. Per ciascuna di esse, abbiamo inserito anche
un'intervista al direttore medico della relativa azienda, con I'obietti-
vo di dare voce allo sforzo industriale.

Infine - ma certo non meno importante - troverete una sezione de-
dicata alla ricerca italiana sulle CAR T-cells, che € tra le piu avan-
zate al mondo. Abbiamo incontrato i responsabili dei centri che
stanno lavorando allo sviluppo di nuove CAR T-cells per farci rac-
contare i loro studi e le grandi sfide che vanno affrontate. La via
italiana alle CAR T-cells e, certamente, un obiettivo ambizioso, che
merita di essere valorizzato al massimo.

Il Quaderno, che consta di 204 pagine, e suddiviso in cinque se-
zioni e contiene 26 capitoli piu 9 interviste ad alcuni dei piu qua-
lificati ernatologi italiani. Un comodo menu interattivo in fondo a
ogni pagina vi consentira un'agevole navigazione.

Ciauguriamo di aver realizzato un prodotto editoriale utile per tut-
ti coloro che, a vario titolo, si occupano di CAR T-cells, siano essi
studenti, clinici, ricercatori, farmacisti, personale delle aziende
farmaceutiche o altro ancora.

A tutti auguriamo una buona lettura.

Alessandra Terzaghi
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10 cose da sapere sulle CAR T-cells

1 Checosasonole CAR T-cells?
2 Sono gia disponibili per i pazienti o si tratta solo di terapie sperimentali?
3 Per quali tumori si possono utilizzare?

4 Nell’ambito di queste malattie, quali pazienti possono essere trattati
con le CAR T-cells?

5 Cherisultati si possono ottenere con questo trattamento?
‘ Si puo guarire conle CAR T-cells?

6 Laterapiacon CAR T-cells e sicura?

7 Le CAR T-cells possono essere utilizzate da tuttii pazienti
per le quali sono indicate?

8 Su quali fronti dovra muovesrsi la ricerca sulle CAR T-cells nel prossimo futuro
e che ruolo potra avere I'Italia nella ricerca clinica su queste cellule?

9 Qualisfide si dovranno affrontare per garantire ai pazienti
I'accesso a questa terapia? @
10 L'importanza del ‘CAR T-cells team’
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1 Che cosa sono le CAR T-cells?

Le CAR T-cells rappresentano una forma di immunoterapia
cellulare, nella quale si sfruttano cellule del sistema immu-
nitario ‘potenziate’ per combattere un tumore, al momento at-
tuale un tumore ematologico. Sono, infatti, linfociti T (o cellule
T) prelevati dal paziente e ‘ingegnerizzati, cioé manipolati in
laboratorio inserendovi un gene estraneo sintetico che codifi-
ca per un recettore chimerico (non esistente normalmente in
natura) capace di riconoscere un antigene bersaglio presente
sulle cellule tumorali e chiamato CAR, acronimo dell’'espres-
sione inglese Chimeric Antigen Receptor. Il CAR e una proteina
transmembrana che sporge all'esterno della cellula con una
porzione, una sorta di ‘antenna’, in grado di individuare l'an-
tigene tumorale e legarsi ad esso. Nella porzione intracellula-
re del CAR si trovano, invece, due o piu porzioni responsabili
dell'attivazione, proliferazione ed espansione di queste cellu-
le, unavolta che si sonolegate alle cellule tumorali. In un certo
senso, le CAR T-cells possono essere considerate come ‘super
Kkiller, nei quali, grazie al CAR, & stata potenziatala loro capaci-
ta diespandersi ed uccidere le cellule malate quando vengono
somministrate al paziente. Una volta reinfuse nell'organismo,
le CAR T-cells riconoscono le cellule tumorali che presentano
sulla loro superficie l'antigene bersaglio, vi silegano e le elimi-
nano attraverso diversi mmeccanismi.

2 Sono gia disponibili per i pazienti o si tratta solo di tera-
pie sperimentali?

La Food and drug administation (Fda]), negli Stati Uniti, e 1a Eu-
ropean medicines agency (Ema], in Europa, hanno gia dato il
loro via libera a due prodotti commerciali a base di CAR T-cel-
Is: tisagenlecleucel (di Novartisi) e axi-cel (di Gilead). Un ter-
Z0, liso-cel (di Celgene), e in fase avanzata di sperimentazione,
ma non ha ancora avuto il nulla osta di nessuna agenzia re-
golatoria, e vi sono anche altri prodotti all'orizzonte, seppure
un po’ piu indietro nello sviluppo clinico. Per quanto riguar-
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da I'Ttalia, I'Agenzia italiana del farmaco (Aifa) ha autorizzato
nell'agosto scorso l'impiego di tisegenlecleucel anche nel no-
stro Paese secondo le indicazioni approvate dal’Ema e a que-
sta approvazione e seguito nel novembre scorso anche il via
libera ad axi-cel; quest'ultimo, tuttavia, era gia disponibile per
i pazientiitaliani attraverso un programma di ‘uso compassio-
nevole’, consistente nella fornitura gratuita al Sistema sani-
tario nazionale (Ssn) di un certo numero di dosi per trattare
1 casi piu urgenti, in attesa che si chiudesse l'iter negoziale.
Grazie a questo programmna, presso 'Istituto Nazionale dei tu-
mori di Milano, il 18 marzo scorso e stato trattato con axi-cel il
primo paziente italiano, un uomo di 50 anni affetto da linfoma
diffuso a grandi cellule B. Tisagenlecleucel e axi-cel potranno
essere somministrati ai pazienti candidabili a questa terapia,
a spese dell'Ssn, presso centri individuati dalle Regioni e ac-
creditati secondo criteri individuati dalla commissione tecni-
co-scientifica dell’Aifa.

3 Per quali tumori si possono utilizzare?

Sia tisagenlecleucel sia axi-cel sia liso-cel sono stati svilup-
pati per il trattamento di alcuni linforni non-Hodgkin, in par-
ticolare il linfoma diffuso a grandi cellule B, mentre tisagen-
lecleucel € indicato anche per il trattamento della leucemia
linfoblastica acuta a cellule B nei bambini e nei giovani fino
a 25 anni. In tutti e tre questi prodotti, I'antigene bersaglio e
CD19, ma in questo momento sono in corso molti studi sulle
CAR T-cells nei quali si stanno vagliando anche altri target.
Una delle sfide maggiori periricercatori e quella di trovare ber-
sagli che consentano di migliorare ulteriormente l'efficacia di
questa terapia e di eliminare nel modo piu specifico possibile
le cellule tumorali, senza arrecare danno a quelle normali. Al
di 1a delle applicazioni sopra citate, ce ne sono altre possibili
sulle quali si sta lavorando, non ancora autorizzate. La prima e
la leucemia linfatica cronica e siinizia ad aprire qualche nuo-
va prospettiva anche per il mieloma multiplo, per il quale le
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CAR T-cells in sviluppo hanno come bersaglio non CD19, ma
un antigene diverso: l'antigene di maturazione delle cellule B,
0 BCMA, che e ampiamente espresso sulla superficie delle cel-
lule mielomatose. Si stanno facendo, inoltre molti studi, che
sono pero in una fase ancora preliminare, anche per il tratta-
mento dei tumori solidi.

4 Nell'ambito di queste malattie, quali pazienti possono
essere trattati con le CAR T-cells?

Va detto con estrerma chiarezza, per non generare aspettative
inutili, che le CAR T-cells attualmente disponibili non sono
per tutti. Al momento, non sono indicate per un paziente all’e-
sordio della malattia, come primo trattamento. Al contrario,
sono state autorizzate dalle agenzie del farmaco solo per i pa-
zienti recidivati/refrattari, cioé che non hanno risposto ai trat-
tamenti precedenti oppure hanno risposto inizialmente, ma
ogni volta hanno avuto una ricaduta; casi, insomma, nei quali
si era gia provato di tutto, compreso il trapianto di cellule sta-
minali emnopoietiche, e periqualinon vi erano piu altre opzio-
ni terapeutiche disponibili.

5 Che risultati si possono ottenere con questo trat-
tamento? Si puo guarire con le CAR T-cells?
Nei pazienti idonei, si possono ottenere
risultati straordinari. In alcuni casi,
forse, si puo parlare addirittura di
guarigione. Emblematico, e noto
anche al grande pubblico, € il
caso di Emily Whitehead, la
prima bambina al mon-
do trattata con le CAR
T-cells per combattere
una leucemia linfo- b, 7 <
blastica acuta ag-  H‘i il “'.' ;e
gressiva, in stadio ﬁ M. 3.“ ;4;.“}5'
-tl P 4 q:ku
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ormai terminale: ancora oggi, dopo oltre 7 anni dall'infusione,
la bambina sta bene e non mostra segni di malattia. Per quan-
to riguarda il linfoma diffuso a grandi cellule B, per esempio,
nei tre studi registrativi condotti finora (JULIET per tisagen-
lecleucel, ZUMA-1 per axi-cel e TRANSCEND NHL-001 per li-
so-cel, ndr) i risultati non sono molto dissimili e si e visto che
una percentuale di pazienti compresa all'incirca tra il 30 e il
40% ottiene una remissione completa, ovvero una scomparsa
completa del tumore, che sulla base dei dati finora disponibili
sembra essere duratura. Questi pazienti, con un trattamento
‘one shot’, quale e la singola infusione di CAR T-cells alla quale
sono sottoposti, potrebbero essere guariti dalla malattia. Ov-
viamente, occorre proseguire il follow-up per confermare que-
sti risultati, ma negli studi sopra citati si e visto che i pazienti
ancora in rermissione completa a 6 mesi dall'infusione, nella
maggior parte dei casi la mantengono nel tempo. Una volta
raggiunto questo traguardo, le ricadute in seguito sono poche.
Chi ha partecipato agli studi registrativi & stato osservato in
media per 2 anni dopo il trattarmento, ma ci sono dati anche su
pazienti seguiti molto piu a lungo, anche a fino a 5 anni o piy,
come la stessa Emily. Per avere un’idea del-

la portata di questi risultati, li si

puo paragonare con quelli
dello studio SCHO-

LAR, uno studio
nel quale
sono stati
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combinati i risultati di altri trial sul linforna diffuso a grandi
cellule B, e nei quali i pazienti erano stati selezionati con gli
stessi criteri dello studio registrativo ZUMA-1. In questo studio,
e stata riportata una percentuale di risposta complessiva del
26% — risultati gia buoni, che difficilmente oggi si riscontrano
nella pratica clinica —, e una sopravvivenza mediana di poco
piu di 6 mesi. Nello studio ZUMA-1, invece, i pazienti che han-
no risposto al trattamento sono stati 1'82% e la sopravvivenza
mediana e risultata di oltre 18 mesi: numeri, dunque, tre volte
superiori, con le CAR T-cells.

6 La terapia con CAR T-cells é sicura?

Accanto a tossicita gia note per altri trattamenti antitumorali,
le CAR T-cells hanno dimostrato di poterne indurre alcune del
tutto nuove, come la sindrome darilascio di citochine, indicata
con la sigla CRS, e la neurotossicita, che nei casi piu gravi pos-
sono richiedere il trasferimento del paziente in terapia inten-
siva e a volte, per fortuna raramente, hanno portato addirittura
al decesso. La tossicita di questa terapia resta un problema da
considerare con attenzione, ma i medici stanno imparando a

gestirla e controllarla, via via che aumenta l'esperienza clini-
ca. Oggi, per esempio, si sa che la CRS, una reazione parossisti-
ca che e dovuta essenzialmente a un'iperattivazione del siste-
ma immunitario provocata dalle CAR T- cells ed e peraltro un
indicatore dell'efficacia della terapia, si puo ‘spegnere’ sommi-
nistrando farmaci che agiscono come antidoti dell'interleuchi-
na-6; in questo modo si riesce a evitare il ricovero in rianima-
zione nell’'80% dei casi. La neurotossicita spesso si sviluppa in
concomitanza con la CRS, ma nel 10-15% dei casi puo compari-
re da sola, in maniera piu subdola e quindi molto piu difficile
per la diagnostica differenziale. Finora l'attenzione dei ricerca-
tori si & concentrata su questi due effetti avversi, che rappre-
sentano una novita rispetto a quelli delle terapie antitumorali
convenzionali. Tuttavia, i dati di un anno di esperienza negli
Stati Uniti nella cosiddetta ‘real life’, 1a pratica clinica quotidia-
na, stanno rivelando che anche le citopenie persistenti e le in-
fezioni non sono assolutamente da sottovalutare. Le citopenie
prolungate, possono avere un'incidenza paragonabile a quella
associata alle chemioterapie di salvataggio e, di conseguenza,
esporre il paziente al rischio di infezioni gravi.
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7 Le CAR T-cells possono essere utilizzate da tutti i pazien-
ti per le quali sono indicate?

Non tutti i pazienti per i quali una terapia con CAR T-cells e,
in linea di principio, indicata possono essere effettivamente
sottoposti alla cura. Una corretta selezione dei pazienti € as-
solutamente cruciale, per vari motivi: per esempio, per avere
le maggiori chance di successo terapeutico, ma anche per non
sprecarerisorse preziose dell'Ssn,enon solo. Non tuttiipazienti
con malattia recidivata o refrattaria potranno essere trattati. In
presenza di una malattia molto estesa o in rapida progressione
il trattamento non e fattibile, perché ad oggi non si ha il tempo
materiale di tenerla sotto controllo mentre si aspetta che le cel-
lule ingegnerizzate arrivino dall'impianto di produzione all'o-
spedale, un’attesa che al momento, per i due prodotti gia appro-
vati, dura circa 4-6 settimane. In questo lasso di tempo, infatti,
non si puo fare una chemioterapia aggressiva, per non rischia-
re che il paziente arrivi in uno stato di citopenia al momento
dell'infusione delle cellule, dal momento che probabilmente lo
sara per settimane anche dopo il trattamento: il rischio infet-
tivo sarebbe tropypo alto. Inoltre, si sa che il paziente non deve
essere stato trattato con steroidi ad alte dosi prima del prelievo
dei linfociti T da manipolare, altrimmenti non potrebbe fornire
una quantita di cellule sufficiente per produrre le CAR T-cells.
Insomrna, i pazienti devono essere selezionati con cura in base
allo stato della malattia e alle loro condizioni di partenza, tra
cui anche l'eta. Per i due prodotti gia approvati, le agenzie del
farmaco non hanno specificato un limite superiore di eta nel-
le indicazioni, ma € ovvio che un soggetto molto anziano po-
trebbe presentare comorbilita tali da rendere problematica la
gestione delle eventuali complicanze e sconsigliare assoluta-
mente il trattamento. Occorre tenere presente, inoltre, che nei
due studi registrativi sul linforna diffuso a grandi cellule B, per
esempio, il 756% dei pazienti aveva meno di 65 anni, per cui i
dati su efficacia e sicurezza delle CAR T-cells nei soggetti over
65 sono, per ora, piuttosto limitati.
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8 Su quali fronti dovra muoversi la ricerca sulle CAR T-cel-
1s nel prossimo futuro e che ruolo potra avere I'Italia nella
ricerca clinica su queste cellule?

Ci sono molti aspetti da chiarire meglio. A partire dai mecca-
nismi per cui i pazienti non rispondono o non raggiungono la
remissione completa e quelli per cui ricadono, senza dimen-
ticare quelli alla base delle diverse tossicita, per immparare a
gestirle sempre meglio. Bisognera poi lavorare sodo, e molti
gruppi lo stanno gia facendo, per identificare dei marcatori
immunologici di risposta e marcatori utili per prevedere chi
sviluppera tossicita. Ma, soprattutto, sara fondamentale fare
studi di ‘real life’ — negli Stati Uniti, dove le prime CAR T-cells
sono state approvate un anno prima che in Europa, si stanno
gia facendo e ci sono gia i primi dati -, per capire quante si-
ano effettivamente le persone che possono essere sottoposti
a questo trattamento e quali saranno la sua efficacia e le sue
tossicita nei pazienti che si incontrano tutti i giorni in ambu-
latorio, molto meno selezionati di quelli che vengono arruolati
nei trial clinici.

Alcuni centri italiani hanno partecipato agli studi registrativi
che hanno portato all'approvazione delle CAR T-cells ‘commer-
ciali’ approvate in Europa e negli Stati Uniti Al di 1a di questo,
sono in corso in Italia diversi studi clinici di tipo accademi-
co su CAR T-cells ‘made in Italy’, studi che tuttavia richiedono
finanziamenti adeguati e la capacita, da parte delle istituzio-
ni partecipanti, di produrre le cellule ‘in proprio’ in una cell
factory che rispetti gli standard GMP. Al momento, nel nostro
Paese, i centri in grado di farlo non sono molti, ma di assoluta
eccellenza: tra questi, 'Ospedale Pediatrico Bambino Gesu di
Roma, il San Gerardo di Monza e il Giovanni XXXII di Bergamo,
che stanno facendo uno studio in collaborazione, e l'Istituto
Scientifico San Raffaele di Milano. Altri centri, tra cui I'Istitu-
to Scientifico Romagnolo per lo Studio e la Cura dei Tumori di
Meldola, si stanno attrezzando in questo senso. La Societa ita-
liana di ematologia (Sie) ha gia avviato anche l'iter per con-
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durre uno studio di ‘real life’, per capire cosa accadra quando
si tratteranno i pazienti con le CAR T-cells commerciali nella
pratica clinica quotidiana, in Italia. Inoltre, si dovra istituire
necessariamente un registro osservazionale dei pazienti che
saranno trattati con queste cellule ingegnerizzate e istituire
una biobanca prospettica per eseguire studi traslazionali, per
esempio studi basati sulla biopsia liquida per poter valutare
precocemente la risposta della malattia al trattamento.

9 Qualisfide si dovranno affrontare per garantire ai pazien-
til'accesso a questa terapia?

Le sfide da superare affinché i pazienti che ne hanno bisogno
possano accedere non sono poche, sia dal punto di vista rego-
latorio sia da quello organizzativo. Per 'Ema, le CAR T-cells ri-
entrano nella categoria degli Advanced Therapy Medicinal Pro-
ducts e, come tali, devono passare un doppio esame per essere
autorizzate: prima quello di un comitato apposito e poi quello
del consueto Chmp. Inoltre, sono considerate OGM, organismi
geneticamente modificati, il che richiede di seguire norme spe-
cifiche di protezione ambientale e del personale. I centri che
le potranno somministrare dovranno possedere un accredita-
mento e soddisfare determinati requisiti. A questo proposito, la
Sie, di concerto con l'Aifa e con il Gruppo italiano per il trapian-
to dimidollo osseo (Gitmo]) e dell'’Associazione italiana di ema-
tologia e oncologia pediatrica (Aieop), ha stilato un documento
nel quale, sulla scorta di esperienze americane ed europee, si
definiscono i requisiti necessari per poter erogare questo trat-
tamento. L'Erma, peraltro, ha affidato alle aziende produttrici
delle CAR T-cells commerciali la responsabilita del program-
ma di gestione del rischio (il cosiddetto Risk Management Pro-
gram), che le obbliga a inviare ispezioni nei centri autorizzati
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a somministrare le CAR T-cells, per controllare se ognuno pos-
siede realmente i requisiti per poter fornire all'azienda stessa
linfociti T di qualita e quantita idonea per la produzione delle
CAR T-cells. Per fare tutto questo serviranno mesi di lavoro e la
costruzione di un nuovo modello organizzativo.

10 L'importanza del ‘CAR T-cells team’

Sul fronte organizzativo, data la complessita della terapia con
le CAR T-cells e 1a delicatezza della gestione degli effetti colla-
terali, da piu parti e stata sottolineata la necessita, periperi
centri che vorranno trattare i propri pazienti con le CAR T-cel-
s, di dotarsi di un ‘CAR T-cells team’. E un team multidiscipli-
nare che deve essere in grado di gestire la terapia in tutte le sue
fasi, dalla selezione del paziente, all'infusione delle cellule in-
gegnerizzate, al trattarmento delle complicanze, al follow-up.
E essenziale che il team non operi solo su base volontaristica,
ma sia formalizzato all'interno dell'ospedale, e dovranno farne
parte ematologi, in primis, ma anche intensivisti, neurologi e
infettivologi per trattare le possibili tossicita, farmacisti ospe-
dalieri, infermieri dedicati ecc. Il ruolo cardine in questo team
spettera all'ematologo, che € la figura in possesso delle com-
petenze per selezionare correttamente i pazienti, requisito
imprescindibile per la riuscita del trattamento. L'implemen-
tazione di questo modello comportera inevitabilmente un au-
mento della mole di lavoro per i centri autorizzati a sornmini-
strare le CAR T-cells - & prevedibile un aggravio non solo per le
ermatologie, ma anche per le unita di rianirmazione, chiamate
a gestire le complicanze gravi - e tale aumento, in ospedali in
cuigia silavora a pieno regime, potra configurare un problema
di personale e, in ultima analisi, di costi, del quale I'Ssn dovra
farsi carico.
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Prof. Paolo Corradini
Le nuove frontiere dell’'ematologia:
oresente e futuro della terapia con CAR-T-cells

[©) GUARDA IL VIDEO

Prof. Armando Santoro

CAR T-cells, una terapia sostenibile
dal punto di vista economico?*

[©) GUARDA IL VIDEO

*['intervista e stata realizzata poco prima dell'approvazione di axi-cel, autorizzato in Italia
dall’Aifa nel novembre 2019.
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https://www.youtube.com/watch?v=gBIxIZiDqfU
https://www.youtube.com/watch?v=SsHZ1afTSd4

INTRODUZIONE

Il sisterna immunitario: che cos’e e come funziona
L'immunoterapia: la nuova frontiera nella cura dei tumori
Le CAR T-cells, una storia di passione, intuito e perseveranza

La storia di Emily, la primna bambina trattata con le CAR T-cells

‘ Iscriviti alla newsletter PH ARM AST A Q*
V'A diPharmaStar il Giornale online sui Farmaci
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Il sistema immunitario:

che cos’e e come funziona

<

Il sistema immunitario e una complessa rete integrata di organi,
cellule e mediatori chimici che ha lo scopo di difendere 'organi-
smo dagli agenti patogeni e dalle cellule che presentano anoma-
lie, come quelle tumorali, danneggiate o infettate da virus.

I costituenti del sistema immunitario

Gli organi del sistema immunitario

Gli organi che fanno parte del sisterna immunitario sono lo-
calizzati in diverse parti del corpo e si distinguono in: oxrgani
linfatici primari (midollo osseo e timo), che costituiscono la
sede in cui i leucociti (globuli bianchi] si sviluppano e matu-
rano, e organi linfatici secondari (milza, linfonodi, inclusi
tonsille e adenoidi, appendice vermiforme e, nell'intestino,
placche di Peyer), che rappresentano la sede in cui i linfociti

Il concetto di antigene

La funzionalita del sisterma immunitario implica la ca-
pacita di distinguere le componenti e le cellule estranee
all’organismo (not self), e potenzialmente pericolose, da
quelle proprie (self) e innocue, attaccando ed eliminan-

do le prime e risparmiando le seconde. La distinzione
tra self e not self, quindi tra componenti innocue e peri-
colose, si basa sulla capacita del sisterna immunitario
di riconoscere particolari macromolecole presenti sulla
superficie cellulare, gli antigeni, ognuno dotato di una
struttura unica e ben definita.
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possono incontrare gli antigeni presentati da opportune cellu-
le e attivare una serie di risposte protettive.

Le cellule del sistema immunitario

Le cellule del sistema immunitario sono molto diversificate,
sia nella struttura sia nella funzione. Tutte derivano da una
cellula staminale del midollo osseo, dalla quale inizialmente
si differenziano due linee cellulari (linfoide e mieloide). Fan-
no parte della linea linfoide tutti i linfociti, mentre della li-
nea mieloide i diversi tipi di granulociti (figura 1).

I mediatori chimici del sistema immunitario

Le cellule del sistema immunitario sono in grado di interagire
tra loro scambiandosi segnali che ne regolano reciprocamente
il livello di attivita; tale interazione € permessa dalla presenza
di specifici recettori di riconoscimento e dalla secrezione di
sostanze, genericamente note come citochine, che fungono
da segnali regolatori.

Larisposta immunitaria

L'attivita protettiva del sistema immunitario viene esercitata
attraverso una triplice linea difensiva. La prima e rappresen-
tata dalle barriere meccaniche e chimiche. Queste barriere
(cute, sudore, sebo, muco, pH acido dello storaco ecc.) costi-
tuiscono il primo meccanismo di difesa dell'organismo e han-
no lo scopo di impedire la penetrazione degli agenti patogeni
al suo interno. Quando il patogeno riesce a oltrepassarle, si at-
tiva larisposta immunitaria interna, che puo essere di due tipi
(seconda e terza linea difensiva) (figura 2):
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» risposta immunitaria innata (o aspecifica): meccanismo di
difesa generale, presente sin dalla nascita, che agisce rapida-

mente e indiscriminatamente contro qualsiasi agente esterno; . . . . s e
+ risposta immunitaria acquisita (o specifica o adattati- Ml ssterns MOTARIGEND 5 CESNLLD 2

R e T T R e el organi (gli organi linfoldi primari e secondari),
specifico agente patogeno, ma mantiene una memoria de- [MezINAVEEReRAVh g Iul o) Mo VNN [olNuM-R-3-Vakbi (s[olNug =

gli antigeni incontrati, per permettere all'oganismo di agire EeY=YsiF-txe)sRelathastlo)] (citochine).
piu rapidamente in seguito a ulteriori esposizioni future

allo stesso antigene.

Entrambii tipi di risposta immu-
nitaria sono strettamente inter-
connessi e coordinati per con- l l
trollare ed eliminare la struttura Cellula staminale linfoide Cellula staminale Progenitore mieloide
. . i iti G lociti
riconosciuta come not self. Linfociti ranu oot
Nel dettaglio, la risposta immmuni- @ O
taria si sviluppa secondo tre fasi: C ~|L 1 2
1. fase di  riconoscimento ; Ny l
dell'antigene: individuazione [ @ & o
e riconoscimento della so- \ S m
Stanza estranea- Cellula B Cellula T Cellula g v
! progenitrice  progenitrice Natural Monociti Moniciti
. . . . l killer (NK) Mastociti
2. fase di attivazione: comuni- I 1 Basofili
cazione del pericolo alle al-
tre cellule immunitarie; re- @ ' Eosinofili I 1
clutamento di altri attori del Cellula T Cellula T
. . . . helper (Th) citotossica (Tc)
sistema 1mmunitario e coor- A 4
dinamento della risposta im- ke
munitaria complessiva;
Cellula dentrica Macrofago
3. fase effettrice: attacco all'inva- Plasmacellula  Cellula (fagocita)
. . della memoria
sore con distruzione o soppres-
sione dell'agente patogeno. Figura 1. Le cellule del sistema immunitario.
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Il sistermna immunitario protegge l'orga-
nismo attraverso una triplice linea di difesa:
barriere meccaniche e chimiche;

Gli eosinofili sono cellule dell'immunita innata che agiscono
sui parassiti, mentre i basofili sono coinvolti nelle reazioni in-
fiammatorie e allergiche.

I linfociti natural killer (NK) emettono sostanze in grado di

risposta Immunitaria innata [O aspecifjca]; neutralizzare le cellule infettate da virus e quelle tumorali.

risposta immunitaria acquisita (o specifica

0 adattativa).

Larisposta immunitaria innata

Non appena i microrganismi riescono a
oltrepassare le barriere meccanico-chi-
miche, 'immunita innata si attiva rapida-
mente, contribuendo alla loro distruzione.

Fattori cellulari dell'immunita innata
Diverse sono le cellule che partecipano
alla risposta immunitaria innata.

Le prime a intervenire sono i neutrofili,
che creano una rete per intrappolare gli
agenti patogeni e rilasciano sostanze ci-
totossiche, e i macrofagi (fagociti), che
riconoscono i patogeni tramite determi-
nati recettori, li fagocitano e li distruggo-
no. Successivamente, queste cellule rie-
laborano alcuni frammenti del patogeno
e li espongono sulla loro superficie as-
sieme ad alcune proteine del complesso
maggiore di istocompatibilita (MHC,
dallinglese Major Hystocompatibility
Complex), quelle di classe II.

Stimolati da alcune citochine, i linfociti NK fanno si che que-
ste cellule si ‘suicidino’ attraverso il meccanismo dell'apopto-
si. A differenza degli altri tipi di linfociti (B e T), caratteristici
della risposta immunitaria acquisita, i linfociti NK non rico-
noscono l'antigene in modo specifico e per questo fanno parte
dellimmunita innata.

Batteri

‘/

' Immunita innata Immunita acquisita
Barriere Linfociti B ANTICORPI
epiteliali ii \(
Fagociti ’ LINFOCITI B EFFETTORI

I I Linfociti T

Cellule NK

0 6 12 1 3 5
Tempo dall'infezione

Figura 2. La risposta immunitaria innata e acquisita.
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Le cellule dendritiche, che assieme ai macrofagi e ailinfociti B
sono dette cellule che presentano I'antigene (APC), sono spe-
cializzate nella cattura degli antigeni. Queste cellule internaliz-
zano e rielaborano alcuni frammenti del patogeno presentan-
doli sulla loro superficie associati alle proteine del complesso
maggiore di istocompatibilita (MHC), quelle di classe II. Questo
meccanismo permette la loro presentazione ai linfociti T. Pa-
rallelamente contribuiscono a istruire i linfociti B, che sono re-
sponsabili della produzione degli anticorpi.

L'immunita innata € una immunita di
tipo non specifico, presente sin dalla nascita,
che si attiva immediatamente in presenza di
agenti patogeni, prima che l'organismo svilup-
pi una risposta immunitaria specifica verso di

essi (Immunita acquisita), e che coinvolge sia
cellule di diverso tipo (neutrofili, macrofagi,
eosinofili, basofili, linfociti NK, cellule dendri-
tiche) sia fattori umorali, il piu importante dei
guali e il sistema del complemento.

Fattori umorali dell’'immunita innata

Il sistema del complemento € costituito da proteine plasma-

tiche in grado di fungere da messaggeri che sincronizzano le

interazioni tra le varie componenti del sistemna immunitario.

Questo sistema ha quattro funzioni principali:

1. generazione di fattori pro-infiammatori;

2. chemio-attrazione di cellule fagocitiche;

3. potenziamento della fagocitosi attraverso la produzione di
proteine opsonizzanti, ovvero anticorpi chiamati opsonine
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che rivestono 'antigene, ‘etichettandolo’ come patogeno;
4. formazione di pori sulla membrana del microrganismo e
conseguente uccisione di quest'ultimo.

L'attivazione del complemento e, in realta, un meccanismo
comune sia allimmunita innata sia a quella acquisita. Esisto-
no, infatti, tre vie distinte di attivazione di questo sistema: 1)
la via classica, mediata dagli anticorpi (immunita specifica);
2] la via alternativa, attivata direttamente da alcune proteine
delle membrane cellulari dei microrganismi (immunita inna-
ta); 3) la via lectinica, che riconosce il mannosio come princi-
pale sito di attacco alle membrane dei patogeni.

Oltre al sistema del complemento, gli altri componenti prin-
cipali dell'immunita innata umorale sono le collettine (delle
quali fa parte la lectina che lega il mannosio, MBL, una pro-
teina plasmatica che funziona da opsonina]j, le pentrassine
(proteine plasmatiche che riconoscono e legano strutture mi-
crobiche] e le ficoline (proteine plasmatiche che legano e op-
sonizzano tipi batterici diversi e attivano il complemento).

Larisposta immunitaria acquisita
L'immunita acquisita interviene quando le altre linee di dife-
sa non sono riuscite a contrastare efficacemente il patogeno.

Le strategie attraverso cui opera I'immunita specifica sono due
e collaborano strettamente tra loro: immunita umorale e I'im-
munita cellulo-mediata. Nel primo caso, a intervenire sono i
linfociti B,iquali, a seguito di stimolazione da parte di un antige-
ne, proliferano e si trasformano in cellule attivate, le plasmacel-
lule, che producono anticorpi necessari per debellare gli agenti
infettivi. Nel secondo caso, ad agire sonoilinfociti T helper (Th)
e i linfociti T citotossici (Tc) che, una volta attivati, secernono
le citochine, molecole coinvolte nella risposta infiammmatoria,
volte a eliminare il patogeno o la cellula infettata (figura 3).
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Immunita cellulo-mediata

Immunita umorale

Microrganismo
Microrganismi Microrganismi fagocitati Microrganismi fintracellulari
extracellulari all'interno del macrofago (per es. virus)
che sireplicano all'interno
della cellula infettata
Tipo di linfociti
che rispondono
Linfocita B Linfocita T L%nfocite_l T
helper citotossico
Anticorpo
Meccanismo \)IieCfetO
effettore

Uccisione delle
cellule infettate
ed eliminazione del
serbatoio di infezione

Attivazione dei
macrofagi per uccidere
i microrganismi
fagocitati

Blocco delle infezioni
ed eliminazione
dei microrganismi
extracellulari

Funzioni

Figura 3. Schema del meccanismo dell'immunita umorale e cellulo-mediata.

Una delle caratteristiche principali dell'immunita acquisita e
la memoria, ovvero la capacita, ogni volta che l'organismo en-
tra in contatto con agenti patogeni gia incontrati in preceden-
za, dirispondere in modo piu rapido e piu efficace rispetto alla
prima esposizione.

Fattori umorali dell'immunita acquisita

Gli anticorpi (0o immunoglobuline) costituiscono i fattori
umorali dell'immunita acquisita. Alcuni microrganismi han-
no sviluppato vari stratagemmi per alterare i propri marcatori
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L'immunita acquisita € una immunita
di tipo specifico che interviene quando le pre-
cedenti linee di difesa non sono riuscite a con-
trastare efficacemente un patogeno e opera at-
traverso due strategie coordinate strettamente

tra loro: 'immunita umorale e 'immunita cel-
lulo-mediata. Si sviluppa lentamente dopo il
primo incontro con uno specifico agente pato-
geno, ma mantiene una memoria degli antige-
niincontrati.

di superficie, diventando ‘invisibili’ ai fagociti e perdendo la
capacita di attivare il complemento. Gli anticorpi si legano a
questi antigeni facilitandone il riconoscimento e la fagocitosi
da parte delle cellule immunitarie, ma possono anche legare e
inattivare alcune tossine batteriche e concorrono ad alimen-
tare la risposta infiammatoria, attivando il complemento e i
mastociti.

L'immunita umorale dipende dalla pre-

senza di anticorpi (o immunoglobuline]) pro-
dotti dai linfociti B attivati.
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Fattori cellulari dell'immunita acquisita (immunita cellu-
lo-mediata)

L'attivazione della risposta immunitaria acquisita necessita
dell'interazione tra le APC e i linfociti, al fine di scatenare la
risposta immunitaria specifica verso uno o piu antigeni.

L'attivazione dellimmunita acquisita
cellulo-mediatarichiedel'interazione trale APCe

1linfociti, al fine di scatenare una risposta immu-
nitaria specifica verso uno o piu antigeni.

Le cellule che presentano l'antigene (APC)

Dalla fagocitosi delle molecole estranee si originano frammenti
di antigene che, all'interno del fagocita, vengono combinati con
particolari proteine appartenenti al’MHC, che permette di rico-
noscere il self dal not self. Si tratta di proteine ubiquitarie che
hanno la capacita di legarsi a molecole interne alla cellula ed
esporle sull'esterno della membrana.

I complessi molecolari costituiti dai frammenti di antigene e
dalle molecole del'MHC vengono esposti sulla superficie di
alcune cellule, che per questo vengono chiamate cellule che
presentano l'antigene (APC).

Esistono due tipi di molecole del’'MHC. Le molecole del’'MHC
di classe I si trovano sulla superficie di quasi tutte le cellule
nucleate e fanno in modo che le cellule del corpo ‘anomale’ si-
ano riconosciute dai recettori CD8 dei linfociti T citotossici e
distrutte.
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Le molecole del’'MHC di classe II, invece, si trovano solo sulle
APC (cellule dendritiche, macrofagi e linfociti B). Le molecole
dell’MHC diclasse Il presentano peptidi esogeni (derivati dalla
digestione dell'antigene) e vengono riconosciute dai recettori
CD4 dei linfociti T helper. Le APC possono presentare anche
lipidi esogeni tramite recettori differenti come CD1d.

I peptidi esposti sulla superficie cellulare grazie alle moleco-
le dell’'MHC vengono passati al vaglio delle cellule del sistema
immunitario, le quali intervengono soltanto se riconoscono
tali complessi come not self.

Dopo l'esposizione del complesso antigene-MHC, le APC pos-
sono spostarsi attraverso i vasi linfatici verso i linfonodi, dove
interagiscono con ilinfociti che, attivati, si spostano dai linfo-
nodi verso altri siti:

Il complesso maggiore di istocompa-
tibilita (MHC) e costituito da un complesso di
geni codificanti per una serie di proteine ubi-
quitarie che permettono di riconoscere il self
dal not self legandosi a frammenti di antigeni

estranei ed esponendoli sulla membrana cellu-
lare, rendendo cosi visibili le cellule infette da
parte deilinfociti. Le molecole dell’ MHC di clas-
se I si trovano sulla superficie di quasi tutte le
cellule nucleate; le molecole dell’'MHC di clas-
se II, invece, si trovano solo sulle APC (cellule
dendritiche, macrofagi e linfociti B).
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« se una cellula T helper incontra una cellula bersaglio che
espone frammenti di antigene esogeni sul suo MHC di clas-
se II (fagociti e cellule dendritiche) secerne citochine, au-
mentando la risposta immunitaria (per esempio attivando
il macrofago o il linfocita B che ha presentato I'antigene);

« seuna cellula T citotossica incontra una cellula bersaglio
che espone frammenti di antigene sul suo MHC di classe I
(cellule nucleate tumorali o infettate da virus), la uccide
per prevenirne la riproduzione.

Ilinfociti B

I linfociti B riconoscono direttamente l'antigene tramite an-
ticorpi di superficie. Una volta attivati, vanno incontro a pro-
liferazione e maturazione, trasformandosi in parte in cellule
specializzate che secernono gli anticorpi, le plasmacellule, e
in parte in cellule B della memoria, che hanno la stessa fun-
zione delle precedenti, ma sono piu longeve e garantiscono
una rapida produzione di anticorpi qualora si ripresentasse
un certo agente patogeno per la seconda volta. Il legame anti-
gene-anticorpo e estremamente specifico: esiste un anticorpo
per ogni possibile antigene.

Ilinfociti T

I linfociti T interagiscono direttamente con le cellule del no-
stro corpo che risultano infettate o alterate. Essi contribuisco-
no all'eliminazione diretta dell'antigene, attraverso un’attivita
citotossica nei confronti delle cellule infettate da virus, o alla
sua eliminazione indiretta, attraverso l'attivazione dei linfoci-
ti B o i macrofagi. Esistono due principali sottopopolazioni di
linfociti T: T helper (Th) (caratterizzati dall'espressione sulla
loro superficie del recettore CD4 e indicati quindi come CD4+)
e T citotossici (Tc) (caratterizzati dall’espressione sulla loro
superficie del recettore CD8 e indicati quindi comme CD8+).
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I linfociti Th presiedono alla regolazione di tutte le risposte
immmuni per mezzo del rilascio di citochine che coadiuvano i
linfociti B, i linfociti T citotossici, ma anche altre cellule del-
la risposta immunitaria innata, compresi macrofagi e cellule
dendritiche.

I linfociti di questa classe svolgono principalmente una fun-

zione di coordinamento:

e riconoscono antigeni presentati dal’'MHC II;

e secernono le citochine;

e supportano il differenziamento dei linfociti B in plasmacel-
lule;

e regolano l'attivita dei linfociti T citotossici;

e attivanoimacrofagi.

I linfociti Tc attaccano direttamente la cellula riconosciuta
come not self, provocando la formazione di fori nella mem-

I linfociti T helper svolgono principal-
mente una funzione di coordinamento e regola-
no tutte le risposte immuni tramite il rilascio di
citochine che coadiuvanoilinfociti B, ilinfociti T

citotossici, ma anche altre cellule della risposta
immunitaria innata, compresi macrofagi e cellu-
le dendritiche; i linfociti T citotossici attaccano
direttarmnente la cellula riconosciuta come not
self, provocando la formazione di fori nella mem-
brana cellulare e favorendone la lisi.
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brana cellulare e favorendone la lisi. Parallelamente possono
liberare, alcune linfochine (gruppo di interleuchine prodotte
dai linfociti T attivati), che attirano i macrofagi e ne supporta-
no la fagocitosi.

Una volta terminata l'infezione, € necessario che la risposta
immunitaria venga spenta; questo avviene grazie all'azione
specifica di cellule immunitarie (ilinfociti T soppressori) che

vanno a sopprimere le popolazioni precedentemente attivate
e di cellule immunitarie (i macrofagi pro-risolutivi) che coor-
dinano la riparazione del tessuto precedentemente danneg-
giato dall'infiammazione. Anche questa fase della risposta
immunitaria e coordinata dal rilascio di specifiche citochine
differenti da quelle predominati nella fase effettrice della ri-
sposta immunitaria.
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Ilinfociti T

Ilinfociti T devonoilloro nome al fatto che, unavolta prodot-
ti nel midollo osseo, migrano nel timo, dove avviene la loro
maturazione. In quest’organo, i linfociti non ancora maturi
vengono in contatto con le cellule epiteliali, le quali presen-
tano ai recettori per I'antigene presenti sui linfociti stessi le
molecole del complesso MHC di classe I e II, espresse sulla
superficie delle membrane cellulari. Questo processo rap-
presenta il momento chiave per la maturazione dei linfociti
T, perché in questo modo acquisiscono la capacita di rico-
noscere le cellule dell'organismo come proprie (self), non
attivando una risposta di rigetto una volta entrati in circolo.
Il riconoscimento degli antigeni da parte dei linfociti T av-
viene tramite un recettore di membrana chiamato TCR (da
T-cell receptor) (figura 4). Sui linfociti T, il TCR e associato
aun'altra proteina di membrana, CD3, la quale ha il compito
di segnalare al nucleo I'avvenuto legame con l'antigene. Il
complesso TCR-CD3 riconosce solo le molecole del’MHC di
classe I e Il alterate, quindi differenti da quelle presenti sul-
le cellule proprie dell'organismo (self). Infatti, la funzione
svolta dai linfociti T maturi, che pattugliano continuamen-
te l'organismo, consiste in una costante ricerca di molecole
dell’'MHC alterate.

Da questo punto di vista, i linfociti T possono essere divisi
in due gruppi: quelli che esprimono sulla loro superficie di
membrana un particolare recettore chiamato CD4 (linfoci-
ti Th) e vanno alla ricerca di molecole dell'MHC di classe II
alterate o di frammenti antigenici ad esse associati e quelli
che esprimono il recettore CD8 (linfociti Tc), che vanno alla
ricerca di molecole del’MCH di classe I alterate o di fram-
menti antigenici ad esse associati.
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Figura 4. Riconoscimento dell'antigene.
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Per riconoscere l'antigene, i linfociti Th devono venire a
contatto con i macrofagi che presentano loro I'antigene che
e stato fagocitato e demolito, e quindi presentato attraverso
I’'MCH di classe II. Quando il linfocita Th viene in contatto,
guidato dal recettore CD4, con i macrofagi, il recettore Ti-
CD3 puo riconoscere specifici frammenti della struttura an-
tigenica demolita ed esposta all’esterno, sulla superficie dei
macyrofagi stessi. A questo punto, il linfocita Th viene atti-
vato e origina un clone di cellule figlie; queste, in caso di un
nuovo contatto con l'antigene alterato riconosciuto inizial-
mente, secernono interleuchina-2 (IL-2), una molecola che
agisce sui linfociti Tc che abbiano anch’essi riconosciuto lo
stesso antigene presentato dai macrofagi in associazione
all'MHC di classe I. Il legame con I'IL-2 induce i linfociti Tc a
dare origine a un clone cellulare capace di uccidere le cellu-
le che presentano quell’antigene associato all’MHC di classe
I (figura 5). Attraverso il rilascio di altre citochine, i linfociti
Th attivano anche i macrofagi e inducono la mobilitazione
dei granulociti e la produzione di immunoglobuline da par-
te dei linfociti B.

I linfociti T hanno un'importante funzione nel contrastare
le infezioni virali, in quanto, una volta che il virus infetta
le cellule, le molecole del suo involucro vengono presenta-
te sulla superficie cellulare tramite 'MHC di classe I e rico-
nosciute dai linfociti Tc. L'uccisione della cellula infettata
dal virus avviene tramite il contatto tra il recettore T8 del
linfocita Tc con I'MHC di classe I della cellula infettata e il
riconoscimento da parte del complesso Ti-CD3 dell’'antige-
ne virale esposto in superficie (figura 4). Questo contatto
provoca il rilascio da parte del linfocita di granuli citotos-
sici che danneggiano la membrana della cellula bersaglio,
provocandone la morte.
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Tipizzazione deilinfociti

Tutti i linfociti esprimono sulla loro superficie 'antigene
CD3 (sono quindi CD3+), ma si differenziano in sottopopola-
zioni a seconda dello specifico antigene presente sulla loro
membrana cellulare,

Linfociti B (CD19+): vengono indicati anche come linfociti
CD3+/CD19+, perché, oltre all'antigene CD3, presentano sul-
la loro superficie l'antigene CD19. I linfociti B hanno come
funzione principale quella di produrre gli anticorpi.

Linfociti T helper (CD4+): vengono indicati anche come
linfociti CD3+/CD4+ perché, oltre all'antigene CD3, possie-
dono sulla loro superficie I'antigene CD4, che ha la proprieta
di aiutare (helper])ilinfociti B a produrre anticorpi.

Linfociti T citotossici (CD8+): vengono indicatianche come
linfociti CD3+/CD8+ perché, oltre all'antigene CD3, presenta-
no sulla loro superficie 'antigene CD8, e la loro funzione e
quella di agire direttamente su virus, batteri o antigeni estra-
nei all'organismo, distruggendoli con effetto citotossico.

Linfociti T regolatori (Treg): sono una sottopopolazione
di linfociti T specializzati nel sopprimere l'attivazione del
sistema immunitario verso auto-antigeni e quindi manten-
gono la tolleranza al self. Questo sottogruppo rappresen-
ta circa il 10% dei linfociti T CD4+ e si caratterizza princi-
palmente per I'espressione di CD25 (catena a del recettore
dell'TL-2) e del fattore trascrizionale Foxp3. Nelle malattie
autoimmuni, la carenza di linfociti Treg puo consentire al
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sistema immunitario di attaccare i tessuti del corpo stesso,
mentre nei tumori un eccesso di attivita da parte di queste
cellule impedisce al sisterna immunitario di distruggere le
cellule tumorali.

Linfociti T della memoria effettori: sono linfociti CD3+/
CD4+ oppure CD3+/CD8+ che hanno gia visto un antigene
e sono attivati per migrare in tessuti periferici non linfoidi
per svolgere le loro attivita. Sono caratterizzati dall'acquisi-
zione dell'espressione di CD45R0 e dalla perdita di espres-
sione di CD45RA e di CCR7; pertanto, vengono indicati come
CD45R0+, CD45RA- e CCR7-.

Linfociti T della memoria centrale: sono linfociti CD3+/
CD4+ oppure CD3+/CD8+ che hanno gia visto un antigene
e continuano a ricircolare nei tessuti linfoidi, pronti per
riconoscere un antigene presentato dalle cellule dendri-
tiche. Sono caratterizzati dall'acquisizione dell'espressio-
ne di CD45R0O e da quella di CCR7, mentre perdono quel-
la di CD45RA; pertanto, vengono indicati come CD45R0+,
CD45RA- e CCR7+.

Linfociti Natural Killer (CD56+): vengono identificati con
la sigla CD3+/CD56+, perché, oltre all'antigene CD3, presen-
tano sulla loro superficie I'antigene CD56, e costituiscono
una sottopopolazione di linfociti in grado di produrre cito-
chine (in particolare interferone gamma) e di sopprimere
cellule infettate da virus e cellule tumorali.
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L'immunoterapia: 1a nuova frontiera

nella cura dei tumori

L'immunoterapia rappresentala nuova frontiera della cura dei
tumori e oggi da risultati promettenti in molte neoplasie per le
quali c’erano poche speranze fino a poco tempo fa. E stata defi-
nita la ‘quarta gamba’ del trattamento antitumorale e si tratta
di un approccio terapeutico contro il cancro completamente
diverso rispetto alle altre tre gambe: chirurgia, radioterapia e
chemioterapia. Questa metodica, infatti, sfrutta il sisterna im-
munitario per combattere i tumori fondamentalmente attra-
verso due strategie: utilizzando alcune componenti del siste-
ma immunitario sviluppate in laboratorio, come gli anticorpi,
per sconfiggere le cellule tumorali e/o stimolando il sistema
immunitario stesso del paziente ad attaccare il tumore.

Nel 2013 I'immunoterapia si e guadagnata il primo posto nel-
la top ten delle piu importanti scoperte scientifiche dell'anno
stilata dalla prestigiosa rivista Science, grazie ai risultati otte-
nuti in studi clinici, che hanno convinto anche i piu scettici.

L'immunoterapia stata definita 1la
‘guarta gamba’ del trattamento antitumorale

(dopo chirurgia, radioterapia e chemioterapia)
e sfrutta il sistema immunitario per combatte-
re 1 tumori.

Oggi, i dati piu recenti riguardanti quest’approccio innovativo
per combattere i tumori ne confermano l'efficacia nel lungo
periodo, con un buon profilo di sicurezza e tollerabilita.

Sono attualmente allo studio diverse strategie immunotera-
piche per la cura dei tumori (tabella 1), ma i prodotti ad oggi

Tipi di immunoterapia ______ Esempi

Nudi Rituximab
Anticorpi monoclonali Coniugati Ibritumomab
Bispecifici Blinatumomab
Inibitori di CTLA-4 Ipilimumab
Inibitori dei checkpoint immunitari Inibitori di PD-1 0 PD-I1 Pembrghzumab (ar}tl-PD-lj;
atezolizumab (anti-PD-L1)
: CAR T-cells Tisagenlecleucel; axi-cel
Immunoterapia cellulare TIL
Altri tipi di immunoterapia Vaccini terapeutici Sipuleucel-T

Tabella 1. I principali tipi di immunoterapia.
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disponibili rientrano principalmente in tre categorie:
« anticorpi monoclonali;

« inibitori dei checkpoint immunitari;

¢ CAR T-cells (immunoterapia cellulare).

Gli anticorpi monoclonali

Gli anticorpi monoclonali sono anticorpi in grado di identifi-
care e legare specifici antigeni presenti sulla superficie delle
cellule malate, incluse quelle tumorali, sviluppati in bioreat-
tori attraverso specifici processi produttivi. Negli ultimi due
decenni sono stati approvati numerosi anticorpi monoclonali
che hanno dato risultati incoraggianti per il trattamento di di-
versi tipi di tumori. Una classificazione degli anticorpi mono-
clonali permette di suddividerli in:

e anticorpi monoclonali nudi;

e anticorpi monoclonali coniugati;

e anticorpi monoclonali bispecifici.

Gli anticorpi monoclonali sono anti-
corpi in grado di identificare e legare specifici
antigeni presenti sulla superficie delle cellule
malate, incluse quelle tumorali, sviluppati in

bioreattori attraverso specifici processi pro-
duttivi. Esistono anticorpi monoclonali nudi,
coniugati con molecole radioattive o tossine
citotossiche e bispecifici (in grado di legarsi a
due bersagli contemporaneamente).

INTRODUZIONE LE CAR T-CELLS

APPLICAZIONI CLINICHE ~CAR T-CELLS ‘INDUSTRIALI’

Anticorpi monoclonali nudi

Gli anticorpi monoclonali nudi sono anticorpi disegnati con-
tro una proteina specifica e ne bloccano l'interazione con il ri-
spettivo ligando favorendo al tempo stesso il riconoscimento
del complesso cellula-anticorpo da parte del sistema immu-
nitario. Rituximab, per esempio, riconosce la proteina CD20
espressainmisuraelevatasuilinfociti B. L'anticorpo, unavolta
legato ai linfociti B, ne favorisce l'eliminazione attraverso l'at-
tivazione della tossicita cellulo-mediata (macrofagi e cellule
natural killer riconoscono attraverso il recettore FCR la coda
dell'anticorpo e distruggono la cellula a cui e legato] e attra-
verso l'attivazione del sistema del complemento (si genera un
complesso di proteine che si depositano sulla superficie del
linfocita B, danneggiando la membrana e portando alla morte
della cellula). Altri anticorpi monoclonali bloccano alcuni an-
tigeni che aiutano le cellule tumorali a crescere o a diffondersi
nell'organismo. Un esempio e rappresentato da trastuzumab,
che si lega alla proteina HER? presente sulla superficie delle
cellule del tumore mammario o gastrico, impedendone l'atti-
vazione.

Anticorpi monoclonali coniugati

In questo caso, gli anticorpi monoclonali sono coniugati con
molecole radioattive, farmaci ad attivita chemioterapica o
tossine citotossiche. Questi anticorpi sono disegnati in modo
da legarsiin modo selettivo alle cellule tumorali, favorendone
poi la distruzione mediante gli agenti associati all'anticorpo.

Un esempio dianticorpomonoclonale legato a un composto ra-
diomarcato e ibritumomab, anticorpo monoclonale anti-CD20,
simile a rituximab, ma coniugato con tiuxetano, un agente
chelante l'ittrio-90 (90Y). La presenza dell'isotopo radioattivo
fa si che, una volta legata la cellula bersaglio, venga emessa
una radiazione beta con una penetrazione di circa 5 mm che
provoca la distruzione della cellula bersaglio e di quelle vici-
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ne. Questo farmaco si utilizza per il trattamento di un tipo di
linfoma non-Hodgkin (il linfoma follicolare a cellule B).

Esempidianticorpilegati a chemioterapici sono brentuximab
vedotin, nel quale l'anticorpo e coniugato con l'inibitore dei
microtubuli monometilauristatina E (MMAE), e ado-trastu-
zumab emtansine (TDM-1), costituito dall'anticorpo trastuzu-
mab legato covalentemente all'inibitore dei microtubuli DM1.
Brentuximab vedotin, utilizzato per il trattamento del linforna
di Hodgkin e del linfoma anaplastico a grandi cellule, agisce
inducendo un’apoptosi cellulare selettiva nelle cellule tumo-
rali che esprimono l'antigene CD30. Una volta legatosi a CD30,
il coniugato anticorpo-farmaco viene internalizzato nella cel-
lula, dove 'MMAE viene rilasciata e puo esercitare la sua azio-
ne citotossica, provocando l'arresto del ciclo cellulare e quindi
la morte della cellula. TDM-1 e indicato per il trattamento del
tumore al seno HER2-positivo inoperabile, localmente avanza-
to o metastatico; quando silega al recettore HER2 sulle cellule
tumorali che lo sovraesprimono, viene anch’esso internalizza-
to nella cellula, dove si ha il rilascio di DM1, che blocca il ciclo
cellulare, provocando in ultima analisi la morte della cellula
per apoptosi; a questo meccanismo d’azione si aggiunge anche
quello di trastuzumab.

Anticorpi monoclonali bispecifici

Gli anticorpi monoclonali bispecifici sono costituiti da por-
zioni di due differenti anticorpi monoclonali e sono in grado
di legarsi a due bersagli contemporaneamente. Un esempio €
rappresentato da blinatumomab, approvato in Italia peril trat-
tamento diuntipodileucemialinfoblastica acuta. Una porzio-
ne della molecola silega in modo specifico all'antigene CD19,
espresso sulla superficie delle cellule della linea B, e un’altra
all'antigene CD3, espresso sulla superficie delle cellule T. Col-
legando le cellule T con le cellule tumorali, il farmaco stimola
il sistema immmunitario a colpire queste ultime.
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Gli inibitori dei checkpoint immunitari

Com’e noto, cellule che acquisiscono un fenotipo tumorale si
formano continuamente nell’'organismo, ma quest'ultimo ri-
esce di norma a eliminarle, evitando che si sviluppi il tumo-
re, grazie al fatto che vengono riconosciute come aberranti
dal sistema immunitario. A volte, tuttavia, i meccanismi di
difesa non funzionano e la neoplasia ha modo di formarsi e
di diffondersi. Le cellule tumorali, infatti, riescono a evitare
di essere distrutte, per esempio ‘spegnendo’ i linfociti volti
a distruggerle. I linfociti T presentano sulla loro superficie
alcunirecettoriche, interagendo con altre molecole presenti
sulle cellule bersaglio o su altre cellule del sistema immuni-
tario, possono fungere da ‘interruttori’ (checkpoint immuni-
tari): alcuni di essi li attivano, altri li inibiscono. Un aumen-
to del segnale di attivazione aumenta l'efficacia dell’'azione
delle cellule T contro i tumori; viceversa, un aumento dei
segnali inibitori le disattiva. E interessante notare come le
cellule tumorali siano in grado di aumentare l'espressione
dei segnali di inibizione, effetto che si associa alla progres-
sione del cancro.

Gli inibitori dei checkpoint immunitari
sono anticorpimonoclonaliche colpisconoirecet-
tori inibitori presenti sui linfociti T o i loro ligandi,

espressi su altre cellule, bloccando l'attivazione
del segnale inibitorio e potenziando l'attivita dei
linfociti T contro le cellule tumorali.
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I principali recettori che attivano i linfociti T sono:
« (CD28;

« 0X40;

« 4-1BB (CD137).

I principali recettori che inibiscono i linfociti T, invece, sono:
« CTLA-4

« PD-1;

« TIM-3;

 LAG-3.

Gliinibitori (o bloccanti) dei checkpointimmunitari sono anti-
corpi monoclonali che colpiscono i recettori inibitori presenti
suilinfociti T oiloroligandi, espressi su altre cellule, bloccan-
do l'attivazione del segnale inibitorio e, di fatto, potenziando
l'attivita dei linfociti T contro le cellule tumorali.

Gli inibitori di CTLA-4

CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4], noto anche come
CD152, e un recettore appartenente alla superfamiglia delle Ig
espresso sui linfociti T. Questo recettore interagisce con mag-
giore affinita coniligandi B7-1 (noto anche come CD80) e B7-2
(noto anche come CD86) espressi sulla superficie delle ACP,
rispetto al recettore CD28. Quando B7-1 o B7-2 interagiscono
con CTLA-4, quest'ultimo trasmette all'interno del linfocita T
un segnale di tipo inibitorio, ‘limitando’ la sua capacita di di-
struggere le cellule tumorali.

Gli inibitori di CTLA-4 sono anticorpi monoclonali che, legan-
dosi a questo recettore, ne impediscono il legame con iligandi
presenti sulle APC; in questo modo ‘tolgono il freno’ ai linfociti
T, che sono cosi liberi di proliferare e attivarsi, distruggendo le
cellule neoplastiche (figura 1).

L'unico inibitore di CTLA-4 attualmente approvato in Italia e
ipilimumab, indicato per il trattamento del melanoma e del
carcinoma a cellule renali.
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Gli inibitori di PD-1 e PD-L1

PD-1 (Programmed Death 1) € un recettore espresso su cel-
lule T, cellule B, cellule NK e altre cellule del sistema im-
munitario, che ha come ligandi PD-L1 (espresso su molte
cellule tumorali, cellule ematopoietiche e alcune altre cel-
lule) e PD-L2 (espresso principalmente sulle cellule emato-
poietiche). Il legame tra PD-1 e un suo ligando inibisce l'a-
poptosi delle cellule tumorali e facilita I'esaurimento delle
cellule T ela conversione delle cellule T citotossiche e delle
cellule T helperin cellule T regolatorie, che ‘spengono’ la ri-
sposta immunoinfiammatoria. Quest'interazione negativa
puo essere bloccata somministrando anticorpi monoclona-
li anti-PD-1 o anti-PD-L1. Gli inibitori di PD-1 o PD-L1 sono
anticorpi monoclonali che contrastano, appunto, gli effetti
inibitori immunitari innescati dal legame di PD-1 con i pro-
pri ligandi, stimolando i linfociti T ad attaccare le cellule
tumorali (figura 1).

Attualmente, in Italia, sono disponibili sei anticorpi monoclo-
nali appartenenti alla classe degli inibitori dei checkpoint im-
munitari:

« ipilimumab (anti-CTLA-4);

« nivolumab (anti PD-1);

« pembrolizumab (anti PD-1);

» atezolizumab (anti PD-L1);

e durvalumab (anti PD-L1};

« avelumab (anti PD-L1).

Nivolumab e un inibitore di PD-1 approvato ad oggi nel nostro
Paese peril trattamento del melanoma, del carcinoma polmo-
nare non a piccole cellule, del carcinoma a cellule renali, del
carcinoma uroteliale, del carcinoma squamoso della testa e
del collo e del linfoma di Hodgkin; pembrolizumab € un inibi-
tore di PD-1 attualmente approvato per il trattamento del me-
lanoma, del carcinoma polmonare non a piccole cellule, del
carcinoma carcinoma uroteliale, del carcinoma squamoso
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della testa e del collo e del linforna di Hodgkin; atezolizumab
e un inibitore di PD-L1 attualmente approvato per il carcino-
ma uroteliale, carcinoma polmonare non a piccole cellule e il
carcinoma mammario triplo negativo, durvalumab é un anti
PD-L1 attualmente approvato per il carcinoma polmonare
non a piccole cellule, avelumab € un anti PD-L1 attualmente
approvato per il carcinoma a cellule di Merkel; cemiplimab
e un anti PD-1 attualmente approvato per il trattamento del
carcinoma cutaneo a cellule squamose metastatico o local-
mente avanzato.

Nel novembre 2018, la Food and Drug Administration (Fda) ha
approvato un altro inibitore di PD-1, cemiplimab, indicato per
il trattamento del carcinoma cutaneo a cellule squamose me-
tastatico o localmente avanzato.

Le CAR T-cells

Le CAR T-cells (indicate in italiano anche come cellule CAR T
0, piu semplicemente, CAR T), oggetto di questo quaderno spe-
ciale di PharmaStar, rappresentano una forma di immunote-
rapia cellulare innovativa, nella quale linfociti T prelevati da
un paziente affetto da tumore (attualmente un tumore emato-
logico) vengono modificati geneticamente in laboratorio con
tecniche di ingegneria genetica in modo tale da far loro espri-
mere sulla superficie cellulare un CAR (acronimo di Chimeric
Antigen Receptor), un recettore chimerico (non esistente in
natura) in grado di riconoscere uno specifico antigene espres-
so sulle cellule tumorali. Una volta reintrodotti nel paziente,
questi linfociti T ‘riprogrammmati’ si legano alle cellule tumora-
li che esprimono quel determinato antigene e, di conseguen-
Za, si attivano e le distruggono.

Linfonodo
Cellula T

X

Tumore
Cellula T

Circolazione sanguigna

Anti-PD-L1 (Atezolizumab,
Avelumab, Durvalumab)

LR

CD28 CTLA-4
Anti-CTLA-4 . H’
MHC B7 (Ipilimumab) MHC ’ | PD-L1
Anti-PD-L1
Segnale 1 Segnale 2 (Pembrolizumab,
Nivolumab)

Cellula dendritica Cellula tumorale

Figura 1. Meccanismo di inibizione di CTLA-4, PD-1 e PD-L1. Il recettore CTLA-4 € un regolatore negativo della co-stimolazione che e richiesta per l'attivazione di una
cellula T antitumorale in un linfonodo, in seguito al riconoscimento dello specifico antigene tumorale presentato da una APC, quale una cellula dendritica. L'attivazio-
ne di CTLA-4 puo essere bloccata con anticorpi anti-CTLA-4 (a destra). Una volta che le cellule T sono attivate, circolano nell'organismo fino a incontrare i loro antigeni
complementari presentati dalle cellule tumorali. Una volta avvenuto il riconoscimento, 'attivazione del TCR porta all'espressione del recettore inibitorio PD-1 sulla cel-
lula T e la produzione di interferone gamma si traduce nell'espressione del suo ligando PD-L1 sulla cellula tumorale, ‘spegnendo’ la risposta antitumorale della cellula T.
L'interazione negativa tra PD-1 ePD-L1 puo essere bloccata con anticorpi anti PD-1 o anti-PD-L1.
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Le CAR T-cells rappresentano una for-
ma di immunoterapia cellulare innovativa ed
estremamente promettente basata sull'im-
piego di linfociti T modificati in laboratorio in

modo da renderli capaci di riconoscere antige-
nitumorali e, di conseguenza, eliminare le cel-
lule neoplastiche che li esprimono sulla loro
superficie.

Attualmente sono approvate dall'’Fda e dalla European Medi-
cines Agency, (Ema) due terapie basate su questo approccio,
aventi entrambe come bersaglio I'antigene CD19, ampiamente
espresso sulle cellule della linea B tumorali:

e tisagenlecleucel, attualmente indicato per il trattamento
di pazienti pediatrici e giovani adulti fino a 25 anni con leu-
cemia linfoblastica acuta a cellule B recidivata o refrattaria
e per il trattamento di pazienti adulti affetti da linfoma dif-
fuso a grandi cellule B recidivato o refrattario;

e axicabtagene ciloleucel (axi-cel), attualmente indicato
per il trattamento di pazienti adulti affetti da linfoma diffu-
so a grandi cellule B e linfoma primitivo del mediastino a
grandi cellule B.

I1 7 agosto 2019, tisagenlecleucel ha ricevuto anche il via libe-
ra dell’Agenzia italiana del farmaco (Aifa) alla rimborsabilita
da parte del Sisterma sanitario nazionale (Ssn) per le due indi-
cazioni approvate dall'’Ema, diventando cosi la prima terapia
abase di CAR T-cells disponibile nel nostro Paese. I1 12 novem-
bre 'agenzia ha dato il suo ok anche ad axi-cel.
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Un terzo prodotto a base di CAR T-cells anti-CD19, liso-cel, non
ha ancora avuto l'autorizzazione di nessuna agenzia regolato-
ria, ma e in fase avanzata di sviluppo come trattamento per
il linfoma non-Hodgkin e anche per la leucemia linfatica cro-
nica. Inoltre, & in fase avanzata di sperimentazione un quarto
prodotto, ide-cel (0 bb2121), attualmente sviluppato peril trat-
tamento del mieloma multiplo recidivato/refrattario e diretto
non contro CD19, bensi un antigene bersaglio diverso, 'antige-
ne di maturazione delle cellule B (BCMA)

Altri tipi di immunoterapia

Ad oggi sono in studio anche altri tipi di immunoterapia. Tra
questi vi € una forma di immunoterapia cellulare che preve-
de I'impiego dei cosiddetti linfociti infiltranti il tumore o
TIL (da tumor-infiltrating lymphocytes). Si tratta di linfociti
che fisiologicamente lasciano il circolo sanguigno per migrare
verso il tumore e infiltrarvisi, allo scopo di uccidere le cellu-
le tumorali. Dopo il loro prelievo, questi linfociti vengono fatti
moltiplicare in laboratorio e poi reinfusi nel paziente, in modo
da ottenere unarisposta immunitaria potenziata contro le cel-
lule tumorali.

I vaccini anticancro terapeutici sono progettati in base alle
caratteristiche individuali delle cellule tumorali, cosi da ren-
dere piu attivo il sistema immunitario e migliorare la capaci-
ta di contrastare la malattia. Possono essere prodotti a partire
da cellule tumorali morte, proteine o frammenti di proteine di
cellule tumorali morte, oppure cellule del sistema immunita-
rio. Agiscono attivando le cellule T citotossiche o inducendo
la produzione di anticorpi che si legano sulla superficie del-
le cellule tumorali, favorendone l'eliminazione. Un esempio
e rappresentato da sipuleucel-T, un vaccino terapeutico per il
carcinoma prostatico preparato a partire da cellule dendriti-
che del paziente.
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Le CAR T-cells, una storia di passione,

intuito e perseveranza

La storia delle CAR T-cells, oggi considerate la terapia innovati-
va piu promettente contro alcuni tumori ematologici, parte da
lontano ed € frutto di un mix ben calibrato di intuito, passione,
tanta perseveranza e anche un pizzico di fortuna. Tutto ha ini-
zio alla fine degli anni ‘80, quando qualcuno comincia a pen-
sare che sia possibile ‘riprogrammare’ il sistema immunitario
in modo da renderlo capace di attaccare efficacemente i tumo-
ri, prelevando dal paziente le cellule T e modificandole gene-
ticamente cosi da farle diventare cellule killer, capaci di rico-
noscere, attaccare e uccidere le cellule neoplastiche. L'idea di
base, alla quale ben pochi, allora, erano disposti a dar credito,
era quella di ingegnerizzare le cellule T in laboratorio, inseren-
dovi un gene sintetico codificante per un recettore chimerico
capace di riconoscere un antigene tumorale (il CAR). Le CAR
T-cells risultanti, una volta reinfuse nel paziente, avrebbero

ucciso qualunque cellula tumorale che presentasse quell’anti-
gene sulla sua superficie.

Scetticismo versus perseveranza

Per quanto folle potesse sembrare, I'idea non era campata per
aria, ma si basava su ricerche promettenti degli ultimi decen-
ni. Nonostante cio, la maggior parte degli oncologi era scetti-
ca. Quasi nessuno pensava che potesse funzionare; a crederci

erano davvero in pochi, che, per fortuna, non si sono arresi da-
vanti alle difficolta.

In quel manipolo di visionari vi erano innanzitutto Carl June
(figura 1), direttore del Center for Cellular Immunothera-
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| Figura 1. Carl June,
| considerato il ‘padre’
| delle CAR T-cells.
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pies presso la University of Pennsylvania (UPenn) di Phila-
delphia, oggi considerato un po’ il ‘padre’ delle CAR T-cells,
Steven Rosenberg, del National Cancer Institute (NCI), ma
anche Michel Sadelain, del Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center di New York, e Malcolm Brenner, del Baylor College of
Medicine di Houston. E grazie alla perseveranza di questi ri-
cercatori e di pochi altri che nel giro di poco piu di 20 anni le
CAR T-cells sono passate dall'essere quel che all'inizio sem-
brava, ai piu, solo un sogno, a una promettente realta clinica.
Nel 2010, infatti, arrivano i primi successi, quando piccoli
studi clinici iniziano a dare risultati straordinari in alcuni
tumori del sangue particolarmente aggressivi.

RICERCA ITALIANA




Primi test sui pazienti con HIV

Il percorso per arrivare a questi traguardi e stato tutt’altro che
facile, e non era iniziato contro il cancro. I primi test sull'uomo
con le CAR T-cells risalgono alla meta degli anni ‘90, quando
June prova a sviluppare una tecnica per stimolare la risposta
immunitaria in pazienti con infezione da HIV, modificando le
loro cellule T e inducendone la proliferazione ex vivo. Il trat-
tamento si rivela sicuro, ma poco efficace, e quello sforzo si
conclude quando arrivano in terapia i cocktail di farmaci anti-
retrovirali. In seguito, tuttavia, si scoprira che le cellule T inge-
gnerizzate sono sopravvissute per piu di 17 anni nei pazienti.

Nel frattempo, accade qualcosa nella vita privata di June che
avra un impatto determinante anche sulla sua attivita di ri-
cercatore. Nel 1996, alla moglie 4lenne viene diagnosticato un
carcinoma ovarico e lo scienziato cerca inutilmente di ottene-
re dalle aziende farmaceutiche i mezzi necessari per tentare
l'immunoterapia cellulare. Nel 2001 la donna muore e June
decide allora di applicare le nuove conoscenze che stavano
emergendo sul sistema immunitario allo sviluppo di terapie
antitumorali, anche a costo di creare un'infrastruttura biotec-
nologica all'interno della sua universita.

I primi tre pazienti trattati con leucemia linfa-

tica cronica

Gli ostacoli che incontra sono formidabili e i National Institu-
tes of Health (NIH) non gli concedono i finanziamenti per uno
studio clinico. Di nuovo, pero, € un evento luttuoso a far fare un
passo avanti alla ricerca. Nel 2001, Barbara ed Edward Netter,
dopo aver visto morire la nuora per un tumore al seno, fondano
la Alliance for Cancer Gene Therapy (ACGT), con la speranza
e l'obiettivo di sviluppare approcci terapeutici contro il cancro
alternativi e piu efficaci rispetto a quelli standard. Nel 2008,
I'ACGT offre a June e al suo collega David Porter un milione di
dollari, una cifra sufficiente per trattare i loro primi pazienti
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Figura 2. La University of Pennsylvania (UPenn) di Philadelphia e l'istituzione ac-
cademica dove sono stati trattati con le CAR T-cells i primi pazienti, grazie a un
finanziamento della Alliance for Cancer Gene Therapy (ACGT).

- tre persone affette da leucemia linfatica cronica ricaduta -
con un prodotto a base di CAR T-cells dirette contro CD19, un
antigene espresso solo sulle cellule B (figura 2).

Due dei tre pazienti trattati raggiungono una remissione com-
pleta, mairicercatori finiscono i fondi e in piu accade qualco-
sa di inaspettato, che non si era visto quando avevano testato
il prodotto nel modello murino. Si accorgono che il trattamen-
to con le CAR-T-cells ha innescato una reazione estrema del si-
stema immunitario — quella che oggi € nota come sindrome da
rilascio di citochine (CRS) o ‘termnpesta citochinica’ - causata
da un rilascio massiccio di citochine infiammatorie da parte
delle CAR-T-cells attivate.

A causa della CRS il primo paziente finisce in terapia inten-

siva, ma riesce a sopravvivere. Quando si sveglia dal coma,
le analisi rivelano che non c'e piu traccia del tumore. Se que-
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sto paziente fosse morto, probabilmente la ricerca sulle CAR
T-cells si sarebbe arenata e sarebbe finita con lui, ma per for-
tuna cosi non e stato. Altri pazienti, in seguito, non sono stati
altrettanto fortunati e alcuni hanno sviluppato una CRS fata-
le, ma in seguito i medici hanno imparato a conoscere questa
reazione avversa e a controllarla.

Primo esempio di “farmaco vivente”

Nel frattempo anche I'NCI inizia a interessarsi alle CAR T-cel-
s e nel 2010 Steven Rosenberg e il suo gruppo pubblicano su
Blood il primo case report di un paziente con linfoma follico-
lare avanzato trattato anch’esso con CAR T-cells dirette contro
l'antigene CD19; gli autori riferiscono che dopo l'infusione la
Tac ha mostrato una regressione impressionante del tumore e
concludono che queste cellule ingegnerizzate rappresentano
un nuovo approccio promettente per il trattamento dei tumori
derivati da cellule B.

Nel 2011, June e il suo gruppo pubblicano i risultati ottenuti
sui loro primi tre pazienti con leucemia linfatica cronica sul
New England Journal of Medicine e su Science Translational
Medicine. «E stato incredibile», ha raccontato il professore
in una recente intervista, «ed e stato il primo esempio di un
“farmaco vivente”, nel quale le cellule che abbiamo infuso si
sono moltiplicate migliaia di volte e grazie al quale il tumore e
scomparso. Il trattamento ha funzionato e abbiamo dimostra-
to che la nostra idea di partenza era corretta».

Da quel momento in poi cambia tutto. Subito I'NCI offre allo
scienziato un nuovo finanziamento e le aziende farmaceu-
tiche, che fino a quel momento non vi avevano investito un
centesimo, iniziano a intravedere le potenzialita del nuovo ap-
proccio terapeutico. Prima fra tutte Novartis, che nell'agosto
2012 sigla uno storico accordo di collaborazione con la UPenn
per sviluppare ulteriormente e commercializzare le CAR T-cel-
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ls messe a punto dal team di June. Poco dopo anche Kite Phar-
ma (ora acquisita da Gilead) e Juno (poi acquisita da Celgene,
a suavolta acquisita da Bristol-Myers Squibb]) si buttano nella
corsa allo sviluppo di nuove CAR T-cells, poi seguite da molte
altre aziende, piccole e grandi.

Entrano in gioco anche le aziende

Nel 2016 sono gia in corso diversi studi sufficientemente ampi
nei quali si testano diversi prodotti a base di CAR T-cells in nu-
merosi centri oncologici, e iniziano ad accumularsi prove so-
stanziali per i prodotti di Novartis e Kite Pharma/Gilead, che
sono state le prime (e per ora uniche) aziende ad aver visto ap-
provate le loro CAR T-cells (rispettivamente tisagenlecleucel
e axi-cel) dalle agenzie regolatorie. Nel caso di Novartis, «i dati
clinici erano cosi convincenti, che I'unica cosa che la Food
and Drug Aministration ha davvero chiesto all'azienda era di
dimostrare la riproducibilita dei risultati ottenuti alla UPenn e
al Children’s Hospital of Pennsylvania» ha spiegato June.
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I1 Children’s Hospital of Pennsylvania (CHOP) e il centro dove
nell'aprile 2012 Stephen Grupyp e i suoi collaboratori hanno trat-
tato con le CAR T-cells sviluppate da June la prima paziente
pediatrica affetta da leucemia linfoblastica acuta, Emily Whi-
tehead. La cura ha funzionato e oggi, a piu di 7 anni di distanza,
Emily non solo & viva, ma e tuttora in rermissione ed € un’adole-
scente come tante, che conduce una vita pressoché normale.

Nell'agosto 2017,1'Fda, in anticipo di un mese sui tempi, annun-
cia il suo via libera a tisagenlecleucel per i pazienti pediatrici
e giovani adulti (fino a 25 anni) affetti da leucemia linfoblasti-
ca acuta a cellule B ricaduta o refrattaria. E il primo prodotto a
base di CAR T-cells ad essere autorizzato da un'agenzia regola-
toria ed e esattamente lo stesso messo a punto nel laboratorio
diJune, a partire dal 2004. «Si e realizzato il sogno di una vita»
commenta il ricercatore quando riceve la notizia. Due mesi
piu tardi, I'agenzia statunitense approva un secondo prodotto
a base di CAR T-cells, axi-cell, messo a punto inizialmente da
Kite, peril trattamento dei pazienti adulti con linfoma a grandi

cellule B refrattario o recidivato dopo due o piulinee di terapia
sistemica. Nell'agosto 2018 anche I'Exma concede il suo ok ai
due prodotti. Nella figura 3 sono delineate le tappe piu impor-
tanti della storia delle CAR T-cells.

Piu di 100 laboratori al lavoro e tante sorprese

ancora in serbo

Oggi ci sono piu di 100 aziende e laboratori in tutto il mondo,
[talia compresa, che stanno lavorando alacremente per svilup-
pare CAR T-cells di nuova generazione per svariate indicazio-
ni e queste cellule ingegnerizzate non cessano di stupire. Nel
maggio 2018, per esempio, June e i suoi colleghi hanno pubbli-
cato su Nature un articolo su un paziente con leucemia linfa-
tica cronica che dopo 5 anni dal trattamento era ancora vivo e
senza segnidimalattia. Sorprendentemente, l'analisi genetica
ha evidenziato che, nel momento di picco dellarisposta, il 94%
delle cellule che hanno indotto la remissione era originato da
un singolo clone. «E una scoperta davvero notevole, perché in

Prime cellule T ingegnerizzate

CAR di prima generazione
(basati su CD3 zeta)

CAR di seconda generazione (basati su CD28)

Dimostrazione della validita
di CD19 come target

CAR di seconda generazione
(basati su 4-1BB])

Prima domanda di
approvazione di una terapia
con CAR T anti-CD19

Primo case report di un paziente
con NHL trattato con CAR T anti-CD19

Primo report di pazienti
con CLL trattati con
CAR T anti-CD19

Approvazione Fda CAR T
anti-CD19 per ALL e NHL

Approvazione Ema
CAR T anti-CD19

Primo report di pazienti per ALL e NHL

con ALL trattati
con CAR T anti-CD19

Figura 3. Le tappe piu importanti della storia delle CAR T-cells. NHL: linforma non-Hodgkin; CLL: leucemia linfatica cronica; ALL: leucemia linfoblastica acuta.
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sostanza cidice che la dose minima necessaria perché le CAR
T-cells funzionino & di una sola cellula, nei confronti della
quale il paziente funge fondamentalmente da bioreattore» ha
commentato June.

Al di la di questo, ci sono ancora molte cose da scoprire. I filo-
ni di ricerca da esplorare e approfondire sono tanti, e su vari
fronti. Innanzitutto, bisognera capire perché alcuni pazien-
ti non rispondono al trattamento e perché alcuni vadano in-
contro a ricadute, ma anche caratterizzare meglio le tossicita.
Sara fondamentale, poi, ottimizzare ulteriormente il disegno
dei CAR, in modo da aumentare I'espansione, I'attivazione e la
persistenza delle cellule ingegnerizzate nell'organismo del pa-
ziente, cosi come identificare nuovi antigeni bersaglio oltre al
CD19, per estendere le potenziali indicazioni delle CAR T-cells,
e migliorare il processo produttivo, cercando soprattutto di ri-
durre i tempi, per ampliare la disponibilita della terapia.
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La storia di Emily,

la prima bambina trattata con le CAR T-cells

Emily Whitehead: € un nome sconosciuto ai piu, ma arcinoto
fra tutti coloro - medici, pazienti, famigliari - che a vario titolo
combattono contro una leucemia. Emily, Emma per gli amici
e 1 genitori, infatti non € una bambina qualunque: € la prima
paziente pediatrica ad essere stata trattata con le CAR T-cells,
nell'aprile 2012, quando era ritenuta una malata terminale e i
medicile davano solo poche settimane o, al massimo, qualche
mese di vita, a causa di una forma aggressiva di leucermia lin-
foblastica acuta.

Il 2 maggio 2019 Emily ha festeggiato il suo quattordicesimo
compleanno e oggi, a piu di 7 anni di distanza dal trattamento,
e viva e tuttora in remissione. La si puo considerare guarita?
Al momento non si puo esserne certi al 100%, ma certamente,
ora che le CAR T-cells con cui € stata trattata (tisagenlecleucel)
sono state approvate sia dall'Fda sia dal'’Ema, lei rappresenta
un’icona dell'efficacia di questa forma di immunoterapia cellu-
lare ed e un'ottima testimonial per le migliaia di bambini leu-
cemici che potranno accedere a questo trattamento innovativo.

Un caso di leucemia linfoblastica acuta molto

aggressivo

Aveva solo 5 anni, Emily, quando un giorno la madre si accorse
che aveva le gambe piene di lividi. Da un po’ di tempo la bam-
bina diceva che a volte le facevano male, ma i genitori pen-
savano che si trattasse di normali dolori della crescita. A un
certo punto iniziarono a sanguinarle le gengive e una notte si
sveglio con dolori atroci proprio alle gambe. Chiaramente, c'e-
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ra qualcosa che non andava e, poco tempo dopo, la diagnosi:
leucemia linfoblastica acuta.

Al momento attuale, questa forma di leucemia e ritenuta da-
gli ematologi la piu trattabile fra le leucemie pediatriche. Oggi,
infatti, I'85-90% dei pazienti trattati con la chemioterapia so-
pravvive alla malattia e conduce una vita normale. Ma il caso
di Emily non rientrava in quella percentuale.

Per due volte i medici tentarono di curarla con la chemio e per
due volte la barmbina ebbe una recidiva. La prima nell'ottobre
2011, quando combatteva contro la malattia gia da piu di un
anno; la seconda solo 4 mesi dopo, durante il secondo ciclo
di chemioterapia. Per un momento si penso di poterla sotto-
porre al trapianto di cellule staminali, che era stato program-
mato per il febbraio 2102, ma all'ultimo questa strada si rivelo
impraticabile. I medici che I'avevano in cura non avevano piu
frecce al loro arco e avevano praticamente gettato la spugna.
Intanto il tumore continuava a crescere e a propagarsi.

Sistema immunitario riprogrammato e ‘ad-
destrato’ per riconoscere e uccidere le cellule

leucemiche

Disperati, Tom e Kari, i genitori di Emily, decisero di rivolger-
si al Children’s Hospital of Philadelphia (CHOP), dove stava
prendendo il via uno studio di fase 1 che prevedeva l'utilizzo di
un'immunoterapia cellulare per i bambini affetti da leucemia.
Questa forma di immunoterapia consisteva, appunto, nella
somministrazione di CAR T-cells, una tecnica messa a punto
da Carl June, direttore del Parker Institute Center for Immu-
notherapy presso I'Abramson Cancer Center dell'Universita
della Pennsylvania.

Sitrattava diunapprocciorischioso, e in pochi, all’epoca, erano
dispostia credere che il sisterna imnmunitario potesse essere ri-
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prograrnmato e ‘addestrato’ in modo da attaccare e combattere
il tumore. Le intuizioni di June, oggi considerato a buon diritto
il padre delle CAR T-cells, si sono, invece, rivelate corrette.

Gli studi su modelli murini e perfino trial preliminari su pa-
zienti adulti con leucemia linfatica cronica avevano eviden-
ziato grosse potenzialita per quest’approccio rivoluzionario ed
Emily e stata la prima bambina ad essere trattata con questa
tecnica sperimentale, nell'ambito di uno studio coordinato da
Stephan Grupp.

Per preparare le CAR T-cells ci sono volute 6 settimane. I ri-
cercatori hanno prima estratto le cellule T dal sangue della
paziente, le hanno quindi modificate geneticamente in labo-
ratorio in modo da far loro esprimere un CAR in grado di rico-
noscere l'antigene CD19 e renderle capaci di uccidere queste
cellule. Una volta fatte moltiplicare in coltura, le cellule T cosi
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‘riprogrammmate’, divenute CAR T- cells, erano pronte per essere
reimmesse nel corpo di Emily, che il 17 aprile 2012 e stata sot-
toposta alla prima infusione.

Una CRS quasi fatale

Il trattarmnento non e stato una passeggiata e ha provocato gravi
effetti collaterali. Dopo la terza infusione delle CAR T-cells, la
bambina ha iniziato ad avere febbre molto alta (40,5 °C), ipo-
tensione e difficolta respiratorie, dovute a un edema polmona-
re. Il quadro clinico era cosi grave che i medici hanno dovuto
intubarla e indurle il coma farmacologico.

Come poi altri pazienti trattati con le CAR T-cells dopo di lei,
Emily ha avuto una sindrome da rilascio di citochine (CRS],
una complicanza potenzialmente molto grave e oggi ben nota
di questa terapia, legata alla sovrastimolazione del sistema
immunitario del paziente, prodotta dal trattamento.
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Daunlato, eraun segno cheil sisterna immunitario della bam-
bina stava rispondendo alla terapia, anche se non unicamen-
te in una direzione favorevole. La sindrome, tuttavia, puo rive-
larsi fatale se non e gestita in modo appropriato e I'organismo
non riesce a contrastarla.

Via via che i giorni passavano, Emily non migliorava e le sue
chance di sopravvivenza diminuivano. Per cercare di salvarla,
dopo un tentativo infruttuoso con gli steroidi, e dopo aver no-
tato nelle analisi del sangue un aumento spropositato dell'in-
terleuchina-6 (IL-6), una citochina infiammatoria, i medici
hanno provato a trattarla con un farmaco allora indicato per
l'artrite reumatoide, I'anticorpo monoclonale tocilizumab, che
ha come bersaglio proprio I'IL-6. Il farmaco non era mai stato
usato prima di allora nei pazienti oncologici, ma il tentativo
ha funzionato. La bambina ha passato la notte piu critica, ha
iniziato a stabilizzarsi e una settimana dopo, il giorno del suo
settimo compleanno, il 2 maggio, si e risvegliata dal coma.

Remissione completa poco dopo il trattamento

e ancora 0ggi, dopo oltre 7 anni

Gli esami successivi hanno lasciato tutti a bocca aperta. Tre
settimane dopo il trattamento, Emily aveva risposto in modo
completo. La leucemia era scomparsa e le CAR T-cells che le
erano state somministrate erano ancora li, nel suo organismo,
pronte ad attaccare nuovamente il tumore, nel caso si fosse
ripresentato.

Anno dopo anno, a ogni controllo, Emily e risultata sempre in
remissione e oggi e un'adolescente come tante altre, che fauna
vita pressoché normale. Ogni 2 settimane si sottopone a infu-
sioni di immunoglobuline, in quanto le CAR T-cells distruggo-
no in una certa misura anche le cellule B sane, oltre a quelle
tumorali, ma sostanzialmente sta bene.
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Per aiutare gli altri pazienti affetti da neoplasie pediatriche e
le loro famiglie, i suoi genitori hanno dato vita alla Emily Whi-
tehead Foundation, impegnata attivamente su vari fronti, tra
cui la raccolta di fondi da destinare alla ricerca sull'immu-
noterapia per i tumori pediatrici. Nel 2016, la fondazione ha
donato 100mila dollari all'lTmmunotherapy Research Program
del CHOP e il 17 aprile 2018 ha consegnato a Grupp, il medico
che ha salvato la vita a Emily, un altro assegno di 250mila dol-
lari per finanziare il programma.

Tom Whitehead, con al fianco la figlia, ha anche partecipato il
12 luglio 2017 alla discussione dell’'Oncologic Drugs Advisory
Committee dell'’Fda, riunito per decidere se approvare o meno
tisagenlecleucel, portando la sua testimonianza sull’'efficacia
del trattamento. Il mese successivo, I'agenzia ha dato il suo
via libera definitivo all'inpiego di tisagenlecleucel per il trat-
tamento di bambini e giovani adulti fino a 25 anni affetti da
leucemia linfoblastica acuta recidivata o refrattaria ad altri
trattamenti.
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CAR T-CELLS:
CHE COSA SONO E COME FUNZIONANO

Che cosa sono le CAR T-cells?
Come é fatto un CAR?

Come agiscono le CAR T-cells?
Come si producono le CAR T-cells?
I1 futuro delle CAR T-cells [>

La nuova frontiera delle terapie con CAR T-cells: le CAR T allogeniche
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Che cosa sono le CAR T-cells?

Le CAR T-cells (in italiano chiamate anche cellule CAR T o,
piu semplicemente, CAR T) sono una forma di immunoterapia
cellulare sviluppata per il trattamento di alcuni tumori e sono
state definite il primo ‘farmaco vivente’: infatti, rappresentano
a tutti gli effetti un farmaco biologico costituito da cellule del
sistema immunitario, le cellule (linfociti) T, vive e modificate
geneticamente in laboratorio al fine di potenziare le loro capa-
cita di riconoscimento ed eliminazione delle cellule tumorali.
L'idea alla base dello sviluppo di questa terapia é stata quella
di sfruttare direttamente il sisterna immunitario e quindi le
risorse stesse dell'organismo, adeguatamente rafforzate attra-
verso la manipolazione delle cellule T, per combattere un tu-
more ‘dall'interno’.

L'acronimo CAR deriva dall'espressione inglese Chimeric
Antigen Receptor (letteralmente, recettore chimerico di un
antigene) che indica come le cellule T siano state modifi-
cate ex vivo con tecniche di ingegneria genetica in modo da
far loro esprimere un recettore chimerico, il CAR appunto,
in grado di legarsi a un antigene espresso sulle cellule tu-
morali: un recettore non presente in natura, prodotto dalla
cellula T a partire da un gene sintetico costruito in labora-
torio e inserito nella cellula stessa, capace di riconoscere le
cellule tumorali grazie all'antigene espresso sulla superfi-
cie di queste ultime e legarvisi.

Una volta ingegnerizzate, queste cellule T vengono infuse nel
paziente, dove possono esercitare la loro attivita terapeutica
legandosi grazie al CAR alle cellule tumorali e, di conseguen-
za, eliminandole (figura 1).

INTRODUZIONE LE CAR T-CELLS
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Figura 1. Le CAR T-cells sono in grado di riconoscere gli antigeni espressi sulla su-
perificie delle cellule tumorali e legarsi ad esse grazie al CAR che sporge sulla loro
superificie.

Questo approccio terapeutico innovativo presenta, dunque,
tre caratteristiche fondamentali:

1) utilizzo delle cellule T prelevate (attualmente) da un pa-
ziente affetto da un tumore (l'origine autologa delle cellule T
riduce la possibilita che siano riconosciute come not self e
quindi rigettate, una volta reinfuse nel paziente);

2] introduzione nelle cellule T del gene di un recettore sinteti-
co, il CAR, disegnato in modo da riconoscere in modo specifico
un antigene espresso sulle cellule tumorali;
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3) capacita della cellula T che esprime il CAR, una volta rico-
nosciuto e legato I'antigene bersaglio, di attivarsi e indurre la
distruzione della cellula tumorale.

La manipolazione delle cellule T con l'aggiunta del gene del
CAR ha l'obiettivo ultimo di potenziare la risposta del sistema
immunitario dello stesso paziente in modo selettivo verso gli
antigeni espressi dalle cellule tumorali, evitando cosi che sia-
no attaccate le cellule sane.

I1 CAR

Il fulcro della novita rappresentata da questo nuovo approc-
cio terapeutico, che € una forma di immunoterapia cellulare,
e rappresentato proprio dal CAR. Questo recettore chimerico
e costituito fondamentalmente da una porzione extracellula-
re (dominio di riconoscimento) di un anticorpo IgG, in parti-
colare un frammento a catena singola della regione variabile
(scFv), responsabile della specificita verso la cellula tumorale
poiché disegnata in modo da riconoscere antigeni associati al
tumore (TAA, Tumor Associated Antigen), alla quale e accop-
piata una porzione del recettore coinvolto nell’'attivazione del-
le cellule T, il TCR, che media l'attivazione e la proliferazione
delle cellule T una volta che hanno preso contatto con la cellu-
la tumorale (figura 2).

L'antigene bersaglio

Nella progettazione di un CAR, la scelta dell'antigene bersaglio
del dominio di riconoscimento riveste un ruolo cruciale per il
successo della terapia con le CAR T-cells.

Il primo antigene utilizzato come bersaglio nella progettazio-
ne dei CAR e stato il CD19, che ha rappresentato un primo tax-
get ideale in quanto e una proteina altamente espressa dalla
maggior parte delle cellule B maligne presenti nei tumori ema-
tologici e la sua espressione e limitata alle cellule della linea
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Figura 2. Rappresentazione schematica di un CAR. I CAR sono proteine chimeriche
costituite dalla fusione di una porzione del recettore dei linfociti T (TCR]) con la por-
zione variabile di un anticorpo, che gli conferisce la capacita di legarsi in modo spe-
cifico a un antigene. Questa struttura combina, quindi, le caratteristiche di legame
degli anticorpi con la funzione di attivazione della cascata intracellulare del TCR.

B, mentre non e presente sulle cellule staminali emopoietiche
pluripotenti né nella maggior parte degli altri tessuti normali.

L'identificazione di un target che sia selettivo rappresenta
uno degli aspetti piu importanti ai fini degli outcome del trat-
tameno conle CART-cells. Lacapacitadiriconoscere in modo
specifico antigeni espressi sulle cellule tumorali € una carat-
teristica essenziale per l'attivita delle CAR T-cells; per questo
motivo, negli ultimi anni sono stati avviati numerosi studi
volti a identificare antigeni specifici alternativi all'antigene
CD19 sia per diverse tipologie di tumori solidi, sia per tumo-
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ri ematologici caratterizzati da un'e-
spressione limitata o nulla del CD19
sulla superficie delle cellule neopla-
stiche. Dal 2012 a oggi si e assistito
a un aumento esponenziale dei trial
clinici sulle CAR T-cells e in paralle-
lo € aumentato il numero di possibili
antigeni bersaglio testati (figura 3), a
testimonianza dell'enorme interesse
verso questa forma di immunotera-
pia rivoluzionaria.
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Le CAR T-cells rappresentano, infatti,
una delle forme di immunoterapia cel-
lulare piu promettenti e innovative, in
grado di affiancare gli altri approcci di
immunoterapia, per esempio gli ini-
bitori dei checkpoint immunitari, per
il trattamento di alcuni tumori, quali,
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ma non-Hodgkin, primo fra tutti il lin-
foma diffuso a grandi cellule B. Tut-
tavia, € bene sottolineare che, per ora
almeno, non tutti i pazienti affetti da
tali tumori possono essere sottoposti a questo trattamento. At-
tualmente, infatti, il trattamento con CAR T-cells aventi come
bersaglio I'antigene CD19, due delle quali sono state gia auto-
rizzate dalle agenzie regolatorie statunitense ed europea, Fda
ed Ema, e una approvata anche in Italia dall’Aifa, e riservato
esclusivamente ai soggetti che sono risultati refrattari o han-
no recidivato dopo essere gia stati sottoposti ad almeno due
linee di terapia, cioe pazienti gia trattati piu volte e che hanno
poche altre opzioni a disposizione.
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Figura 3. Numero dei trial clinici avviati su CAR T-cells dal 2012 al 2018. Il numero di tali studi € aumentato
esponenzialmente dal 2012 a oggi, cosi come quello degli antigeni target in fase di valutazione.

Due CAR T-cells gia approvate

Grazie ai risultati sorprendenti ottenuti in alcuni studi, I'Fda
e 'Ema hanno gia approvato due terapie a base di CAR T-cells
dirette contro l'antigene CD19: tisagenlecleucel (sviluppata da
Novartis e commercializzata con il marchio Kymriah), e axi-
cabtagene ciloleucel (axi-cel, sviluppata da Kite Pharma/Gile-
ad e commercializzata con il marchio Yescarta) (figura 4).

La terapia con tisagenlecleucel e stata approvata nell'agosto
2017 dall'Fda per il trattamento di pazienti fino ai 25 anni di
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approvazione Fda approvazione Fda

tisagenlecleucel axi-cel per tisagenlecleucel
per ALL DLBCL e PMBCL per DLBCL
agosto ottobre maggio

approvazione Fda

approvazione Ema
axi-cel per
DLBCL e PMBCL

approvazione Ema approvazione Aifa approvazione Aifa

tisagenlecleucel tisagenlecleucel axi-cel per

per ALL e DLBCL per ALL e DLBCL DLCBL e PMBCL
agosto agosto novembre

Figura 4. Timeline delle approvazioni di tisagenlecleucel e axi-cel da parte di Fda, Ema e Aifa. ALL: leucemia linfoblastica acuta; DLBCL: linforna diffuso a grandi cellule

B; PMBCL: linfoma primitivo del mediastino a cellule B.

eta affetti da leucemialinfoblastica acuta a cellule B refrattari
o inricaduta, la prima terapia in assoluto a base di CAR T-cells
a ricevere l'autorizzazione di un'agenzia regolatoria. Nel mag-
gio 2018 I'Fda ha dato il suo via libera al prodotto anche per
il trattarmento di pazienti adulti con linfoma diffuso a grandi
cellule B recidivato o refrattario. Successivamente, nell'agosto
2018, e arrivata anche la registrazione dell'’Ema per entrambe
le indicazioni. Il 7 agosto 2019, il prodotto ha ricevuto anche
l'autorizzazione dell’Aifa ed € quindi disponibile per i pazienti
italiani candidabili a questo trattamento.

Laterapiaconaxi-cel e stataapprovataperlaprimavoltadall'F-
da nell'ottobre 2017 e a seguire dall’'Exma nell'agosto 2018, in en-
trambi i casi per il trattamento di pazienti adulti con linfoma
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diffuso a grandi cellule B o linforma primitivo del mediastino a
grandi cellule B refrattari o recidivanti dopo due o piu linee di
terapia sistemica. L'approvazione dell'agenzia Usa compren-
de anche il trattamento del linforna a cellule B di alto grado e
del linfoma diffuso a grandi cellule B derivante da un linfoma
follcolare. In Italia il prodotto é stato autorizzato dall’'Aifa nel
novembre 2019 secondo le indicazioni approvate dall'Ema ed
e quindi ora disponibile anche per i pazienti italiani.

Sia tisagenlecleucel sia axi-cel prevedono l'utilizzo di cellu-
le T autologhe, cioe isolate dallo stesso paziente tramite una
procedura di leucoaferesi, successivamente espanse in vitro e
ingegnerizzate in modo da far produrre loro il CAR di interesse
e, infine, reinfuse nel paziente.
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Come e fatto un CAR?

Il primno CAR e statoideato nel 1993, dal professor Zelig Eshhar
e i suoi collaboratori, del Weizmann Institute of Science, in
Israele, che hanno proposto di combinare in un unico recetto-
re ibrido il dominio di legame con l'antigene di un anticorpo,
sotto forma di frammento a catena singola della regione varia-
bile di un anticorpo (scFv), con gli elementi di segnalazione
associati al recettore delle cellule T (TCR), capaci diinnescare
l'attivazione delle cellule T stesse in seguito al legame del re-
cettore con I'antigene bersaglio; inserendo il gene di un CAR in
una cellula T, si & cosi ottenuta una cellula che esprimeva il
CAR sulla sua superficie, dotata quindi di una specificita tipi-
ca degli anticorpi, ma anche del complesso di trasduzione del
segnale di un TCR, responsabile della sua attivazione e dell’e-
secuzione della sua funzione effettrice.

Dal punto di vista strutturale, un CAR e costituito fondamen-
talmente da una porzione extracellulare (ectodominio], una
porzione intracellulare (endodominio) e un dominio tran-
smembrana, che funge da collegamento (figura 1); la porzio-
ne extracellulare e formata da un dominio di riconoscimento,
capace di riconoscere in modo specifico antigeni turmorali,
collegato a una regione chiamata spacer, a sua volta unita ge-
neralmente a una regione cerniera (hinge region) di collega-
mento trail dominio extracellulare il dominio transmembrana;
quest’ultimo e collegato al dominio intracellulare, contenente
la porzione del TCR responsabile dell’'attivazione della cellula T
aseguito del suolegame con I'antigene bersaglio espresso sulla
cellula tumorale (dominio di attivazione o di segnalazione).

Il dominio extracellulare deriva generalmente da un scFv di
un anticorpo monoclonale murino, umanizzato o umano, in
grado di riconoscere antigeni espressi sulle cellule tumorali.
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Figura 1. Struttura del CAR. Il CAR e costituito da tre regioni principali: 'ectodo-
minio, il dominio transmembrana e l'endodominio. L'ectodominio € la porzione ex-
tracellulare responsabile del riconoscimento dell’'antigene, mentre 'endodominio
e la porzione intracellulare responsabile dell'innesco di vie di segnalazione intra-
cellulari che attivano la cellula T una volta che si e legata all'antigene attraverso
il dominio di riconoscimento. L'ectodominio e 'endodominio sono connessi da un
dominio transmembrana.
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Utilizzando una porzione di anticorpo per tale riconoscimen- sive finalizzate a migliorare 'efficacia di questa terapia. Sie
to, i CAR presenti nelle CAR T-cells, a differenza dei normali cosi passati dai CAR di prima generazione a quelli di secon-
TCR, possono riconoscere le cellule bersaglio indipendente- da generazione (sono di questo tipo i CAR contenuti nelle
mente dalla presentazione dell'antigene da parte dell’'MHC. Di due CAR T-cells finora approvate dalle agenzie regolatorie) e
conseguenza, le CAR T-cells possono riconoscere cellule ber- oggi si stanno gia sviluppando CAR di terza e quarta genera-
saglio che presentano una disregolazione del'MHC o un defi- zione (figura 2).

cit dell'apparato di elaborazione dell'an-
tigene, ma, soprattutto, sono in grado di
riconoscere anche antigeni non proteici,
come carboidrati e strutture glicolipidi-
che espressi direttamente sulla superfi-
cie diuna cellula tumorale, il che aumen-
ta il numero di potenziali target rispetto
al riconoscimento mediato dal TCR.

Diverse generazioni di CAR

Il principale componente del dominio
intracellulare & costituito generalmen-
te dalla catena ( (zeta) del recettore CD3
(dominio di attivazione), che & essenzia-
le per fornire il primo segnale necessario
per l'attivazione e la funzione effettrice
dei linfociti T. In aggiunta, possono esse-
re presenti uno o piu domini di co-stimo-
lazione, o co-stimolatori, come i recettori
4-1BB, CD28 e 0X40, necessari, invece, pexr
trasmettere un secondo segnale, che si
traduce in un aurmento dell'espansione e
della persistenza in vivo delle CAR T-cells.

Tali caratteristiche rendono il dominio
intracellulare fondamentale nel deter-
minare l'attivazione delle CAR T-cells,
tant’e vero che questa porzione e stata
oggetto nel tempo di modifiche succes-

scFv

Hinge/Spacer

Dominio di riconoscimento

Dominio
transmembrana

segnale di
co-stimolazione

Attivazione della cellula T

segnale di
attivazione

Prima generazione Seconda generazione Terza generazione

Figura 2. CAR di prima, seconda e terza generazione. Il dominio extracellulare di un CAR e costituito da una ca-
tena scFv di un anticorpo monoclonale, che riconosce un antigene associato al tumore. Per collegare il dominio
di riconoscimento con la porzione intracellulare responsabile della trasduzione del segnale di attivazione della
cellula T si utilizzano regioni spaziatrici (spacer), cerniere (hinge) e domini transmembrana che possono differire
da un CAR all'altro. Mentre i CAR di prima generazione contengono nella porzione intracellulare solo il dominio di
segnalazione (la catena CD3(]), quelli di seconda generazione comprendono anche un dominio co-stimolatorio, per
esempio CD28 o 4-1BB, e quelli di terza generazione contengono una combinazione di due domini co-stimolatori.
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CAR di prima generazione

ICARdi prima generazione erano costituiti unicamente dal pri-
mo segnale di attivazione dei linfociti T, che nella maggior par-
te dei casi era la catena 7 del recettore CD3 (CD3Z 0 CD3 zeta). E
stato dimostrato che le cellule contenenti questi CAR non era-
no in grado di produrre quantita sufficienti di interleuchina-2
(IL-2), una citochina necessaria per l'uccisione delle cellule
tumorali, che doveva quindi essere somministrata dall'ester-
no. La maggior parte degli studi effettuati su cellule T con CAR
di prima generazione non ha evidenziato outcome soddisfa-
centi, in quanto le cellule ingegnerizzate, una volta infuse nel
paziente, non proliferavano adeguatamente, sopravvivevano
solo per un breve periodo e non producevano una quantita di
citochine sufficiente per uccidere le cellule tumorali.

CAR di seconda generazione

Per superare questi limiti, sono stati sviluppati i CAR di se-
conda generazione, caratterizzati dalla presenza di un doppio
segnale: uno di attivazione della cellula T, innescato dal rico-
noscimento dell'antigene, e un segnale di co-stimolazione che
promuove la sintesi di IL-2 necessaria per completare l'attiva-
zione delle cellule T ed evitarne I'apoptosi. Questo risultato si
e ottenuto aggiungendo nel CAR al dominio di attivazione CD3
zeta un dominio co-stimolatorio, rappresentato nella maggior
dei casi da recettori proteici quali 4-1BB (CD137), CD28 o 0X40
(CD134).Le due CAR T-cells attualmente approvate dalle agen-
zie regolatorie sono caratterizzate entrarmbe da un CAR di se-
conda generazione, contenente nella porzione intracellulare il
dominio di attivazione e un singolo dominio co-stimolatorio
(4-1BB in tisagenlecleucel e CD28 in axi-cel).

CAR di terza generazione

Nel tentativo di ottimizare la struttura del CAR, si stanno stu-
diando CAR di terza generazione che contengono il dominio
CD3 zeta combinato con due segnali co-stimolatori, per esem-
pio CD28 piu 0X40 o 4-1BB piu CD28. La combinazione di piu
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segnali co-stimolatoriin un singolo CAR si € dimostrata in gra-
do di migliorare sia la funzione effettrice sia la persistenza
delle CAR T-cells, ma i dati clinici sono ancora molto limitati.

L'effetto del dominio co-stimolatorio

Le CAR T-cells possono mostrare importanti differenze in tex-
mini di tipi di citochine secrete, citotossicita e persistenza
complessiva nei pazienti a seconda del tipo di dominio co-sti-
molatorio presente nel CAR. Per esempio, I'inserimento del do-
minio co-stimolatorio 4-1BB nei CAR di seconda generazione
ha mostrato di essere associato alla presenza di CAR T-cells
con fenotipo mexmmoria, che ne favorisce la persistenza; invece,
la presenza del dominio co-stimolatorio CD28 e risultata asso-
ciata a una robusta attivazione ed espansione di queste cel-
lule, ma a spese della morte o dell'esaurimento delle cellule T
indotto dalla loro attivazione.

In uno studio preclinico nel quale si sono valutati diversi CAR
di seconda e terza generazione per il trattamento del neurobla-
stoma, la presenza del dominio 4-1BB nel CAR ha mostrato di
tradursi in un miglioramento significativo di diverse caratteri-
stiche delle CAR T-cells, tra cui I'attivazione basale della cellula
T, il controllo del tumore in vivo e la persistenza della cellula T.

Inoltre, dall'analisi dell'espressione di geni associati a vie me-
taboliche in seguito all’'attivazione di CAR T-cells esprimenti il
recettore CD28 oppure 4-1BB, € emerso che le differenze di per-
sistenza nel paziente di questi due tipi di CAR T-cells possano
essere associate anche al tipo di metabolismo energetico. Per
esempio, uno studio ha evidenziato che la co-stimolazione da
parte di 4-1BB aumenta l'attivita mitocondriale delle cellule T,
che promuove la risposta anti-PD-1. Inoltre, studi in vitro pre-
liminari suggeriscono che le CAR T-cells il cui dominio co-sti-
molatorio e 4-1BB in genere si basano su un metabolismo ossi-
dativo e mostrano una maggiore persistenza rispetto alle CAR
T-cells aventi CD28 come dominio co-stimolatorio, il cui meta-
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bolismo e piu basato sulla glicolisi. Sebbene tali evidenze ne-
cessitino di ulteriori conferme, la possibilita di manipolare le
CART-cellsin modo da abbinare 'attivita antitumorale media-
ta dal CAR con modifiche del genoma in grado di influire sul
tipo di metabolismo utilizzato da queste cellule rappresenta
una nuova frontiera dell'immunoterapia cellulare.
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Come agiscono le CAR T-cells?

Le CAR T-cells sono in grado di distruggere le cellule tumora-
li senza richiedere la presentazione dell'antigene attraverso
I'MHC, legandosi agli antigeni di superficie delle cellule bersa-
glio attraverso il dominio extracellulare di riconoscimento scFv
presente sul CAR. Proprio perché agiscono indipendentermente
dalla presentazione dell'antigene tramite le molecole dell’MHC,
per la loro preparazione si possono utilizzare le cellule T sia
CD4+ (normalmente attivate attraverso 'MHC di classe II), sia
CD8+ (normalmente attivate attraverso 'MHC di classe I).

La sinapsi immunologica

Quando il CAR si lega all'antigene bersaglio espresso sulle cel-
lule tumorali, le CAR T-cells formmano con queste ultime una
sinapsiimmunologica diversa da quella deilinfociti T citotos-
sici convenzionali, ma comungue indispensabile per esercita-
re la loro funzione effettrice.

I linfociti T citotossici convenzionali sono in grado di distrug-
gere ed eliminare rapidamente le cellule bersaglio in modo
molto specifico grazie alla formazione di una sinapsi immu-
nologica che coinvolge il TCR, una struttura altamente orga-
nizzata e composta da una serie di anelli concentrici (SMAC,
da supramolecular activation cluster, cluster di attivazione so-
pramolecolare], ognuno dei quali costituito da grupypi di mole-
cole che conferiscono funzioni specifiche.

Sebbene le CAR T-cells sfruttino per la loro funzione effettrice,
almeno in parte, 'apparato di trasduzione del segnale del TCR,
la struttura delle sinapsi immunologiche formate da queste
cellule con le cellule bersaglio tramite i CAR presenta varia-
zioni sostanziali rispetto a quella della sinapsi immunologi-
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ca classica, variazioni che, in ultima analisi, si traducono in
un'uccisione piu rapida delle cellule tumorali.

La formazione di una sinapsi immunologica stabile & una con-
ditio sine qua non per indurre le cellule effettrici a distruggere le
cellule tumorali. Una volta legato I'antigene bersaglio (per esem-
pio CD19) e formatasi tale sinapsi, si ha un’attivazione di pa-
thway di trasduzione del segnale mediata dai domini intracel-
lulari del CAR, che a sua volta determina I'attivazione delle CAR
T-cells e la conseguente eliminazione delle cellule bersaglio in
modo diretto o attraverso meccanismi indiretti (figura 1).

Le CAR T-cells possono quindi indurre la lisi delle cellule tu-
morali con diversi meccansimi (figure 2 e 3): una citotossici-
ta diretta mediata dal rilascio di perforina e granzimi da parte
delle CAR T-cells, l'attivazione di altre componenti del siste-
ma immunitario, la sensibilizzazione dello stroma tumorale
attraverso il rilascio di citochine da parte delle CAR T-cells e,
come dimostrato di recente, anche meccanismi alternativi,
quali l'attivazione dell'asse Fas/Fas-ligando (Fas-L); inoltre, I'e-
radicazione a lungo termine del tumore e la prevenzione delle
recidive possono dipendere dalla formazione di CAR T-cells
della memoria dopo l'attivazione iniziale.

Citolisi diretta mediante il rilascio di perforina

e granzimi

Per indurre la citolisi delle cellule bersaglio, le CAR T-cells uti-
lizzano l'esocitosi di granuli citotossici contenenti molecole
di perforina e granzimi. Una volta formatasi la sinapsi immu-
nologica, i granuli migrano verso la suprificie cellulare, fon-
dendosi con la membrana plasmatica in corrispondenza degli
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Riconoscimento dell'antigene

Si pensa che la citolisi mediata dal rila-
scio di perforina e granzimi sia il mecca-
nismo principale con cui le CAR T-cells
eliminano le cellule bersaglio, come di-
mostrato dal fatto che il blocco del rila-
scio di perforina é in grado di abrogare la
citolisi delle cellule bersaglio.

Le cellule T CD4+ hanno mostrato di pro-
durre quantita di perforina e granzimi so-
stanzialmente inferiori rispetto a quelle
prodotte dalle cellule T CD8+.

E stato dimostrato che nelle cellule CD8+
citotossiche i meccanismi di uccisione
delle cellule bersaglio tramite la perforina
e il pathway Fas/Fas-ligando (Fas-L) pos-
sono collaborare. Tuttavia, I'azione me-
diata dal FasL & generalmente ritardata
rispetto a quella della perforina. Ed e stato
anche dimostrato che nelle CAR T-cells si
possono avere effetti sinergici o additivi

Figura 1. Azione citotossica delle CAR T-cells anti-CD19. Il CAR espresso dalle CAR T-cells riconosce uno speci-
fico antigene tumorale (per esempio il CD19) espresso sulla membrana della cellula bersaglio. Tale interazione
porta alla formazione di una sinapsi immunologica che porta all'attivazione delle CAR T-cells e al successivo
rilascio di molecole ad azione citotossica (perforine e granzimi), le quali inducono la morte della cellula tumo-

rale per apoptosi.

SMAC e rilasciando il loro contenuto nello spazio intersinap-
tico (degranulazione). Qui la perforina induce la formazione
di pori sulla membrana della cellula tumorale, facilitando I'in-
gresso dei granzimi ad azione pro-apoptotica e garantendone
cosl un'uccisione rapida e precisa. Una volta penetrati nel ci-
toplasma, infatti, i granzimi possono indurre la morte cellula-
re per apopotosi in modo dipendente e indipenente dalle ca-
spasi, agendo sui loro substrati.
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tra la degranulazione e le vie litiche basa-
te su ligandi come il FasL. Questa sinergia
potrebbe essere importante per l'induzio-
ne di un controllo completo e duraturo del
tumore da parte delle CAR T-cells.

L'interazione tra Fas e Fas-L

Studirecenti hanno dimostrato che le CAR T-cells sono in grado
di sfruttare il pathway Fas/Fas-L per lisare le cellule bersaglio
ed eliminare cosiil tumore. L'attivazione di questa via di segna-
lazione € avviata dalla trimerizzazione del recettore Fas indot-
tadal FasL, che determina a sua volta I'attivazione della pro-ca-
spasi 8 e della caspasi 8; la caspasi 8 attiva induce quindi la
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Figura 2. Il meccansimo d'azione delle CAR T-cells.
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conversione a valle
della pro-caspasi 3
in caspasi 3 matu-
ra, che infine porta
alla morte cellulare
per apoptosi.

Uno studio re-
cente e molto in-
teressante ha di-
mostrato che CAR
T-cells anti-CD19
e anti-CD30, in un
ambiente tumorale
contenente cellule
sia antigene-positi-
ve sia antigene-ne-
gative, sono in gra-
do di mediare la lisi
tumorale anche nei
confronti della fra-
zione antigene-ne-
gativa con una mo-
dalita che dipende
dal contatto cellu-
la-cellula, ma é in-
dipendente dall'an-
tigene.  Tuttavia,
si e osservato che
questo meccani-
smointervienesolo
in seguito all'atti-
vazione delle CAR
T-cells conseguen-
te alla loro intera-
zione con le cellule
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Figura 3. Le CAR T-cells sono in grado di eliminare il tumore attraverso tre meccanismi principali: 1a lisi delle cellule tumorali tramite 'esocitosi di granuli di perforina
e granzimi, la secrezione di citochine, che permette la sensibilizzazione dello stroma tumorale, e l'attivazione del pathway Fas/FasL, che consente di colpire anche la

frazione di cellule tumorali antigene-negative.

tumorali antigene-positive. Cionondimeno, l'attivazione del
pathway Fas/FasL puo rappresentare un meccanismo alterna-
tivo tramite il quale le CAR T-cells possono provocare la lisi
delle cellule bersaglio in un ambiente tumorale eterogeneo.

Rilascio di citochine

Anche se le CAR T-cells sono progettate in modo da indurre la
lisi tumorale tramite interazioni dirette tra le cellule T e le cel-
lule tumorali, la produzione e il rilascio di citochine da parte
delle CAR T-cells attivate puo migliorare ulteriormente la loro
efficacia anti-tumorale.
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La secrezione di citochine da parte delle CAR T-cells svolge, in
effetti, un ruolo importante nell'indurre la lisi del tumore attra-
verso meccanismi secondari. E stato dimostrato, per esempio,
che le citochine rilasciate da CAR T-cells dirette contro I'antige-
ne HER-2 possono indurre una sovraespressione del recettore
dell'interferone gamma (IFN-y) da parte dello stroma tumorale,
innescando una ‘rieducazione’ delle cellule immunitarie, come
la polarizzazione dei macrofagi verso un fenotipo M1 anti-tumo-
rale. E ci sono evidenze che la sensibilizzazione dello stroma tu-
morale e la polarizzazione dei macrofagi siano elementi chiave
dell'eliminazione delle cellule tumorali da parte elle CAR T-cells.
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Come si producono le CAR T-cells?

Il processo di produzione delle CAR T-cells e stato migliorato
negli anni, passando da un approccio di laboratorio, che pre-
vedeva diverse fasi manuali, a uno sempre piu automatizzato
e su scala industriale, che deve seguire specifiche linee guida
di buona fabbricazione (GMP). Questo ha comportato una se-
rie di vantaggi, tra i quali la riduzione dei rischi di contami-
nazione, una maggiore conformita ed efficienza del prodotto e
una maggiore tracciabilita lungo tutto il processo.

La terapia con CAR T-cells prevede la somministrazione di
diversi milioni di cellule, che devono essere manipolate ed
espanse in appositi incubatori per 10-14 giorni, controllan-
done la crescita. Per questo scopo sono nate le cell factories,
strutture idonee e certificate che garantiscono la produzione
di CAR T-cells in modo sicuro e controllato.

Nelle terapie con le CAR T-cells autologhe, attualmente ap-
provate dalle agenzie del farmaco, la produzione delle cellule
ingegnerizzate prevede varie tappe (figura 1): si inizia con la
leucoaferesi, tramite la quale si isolano i linfociti dal sangue
del paziente, mentre le altre componenti cellulari e plasmati-
che vengono rinfuse; seguono poi una selezione delle cellule T
dal prodotto della leucaferesi, un’attivazione di queste cellule,
l'inserimento nelle cellule T attivate del gene del CAR di inte-
resse (trasduzione) g, infine, I'espansione delle cellule T tra-
sdotte con il CAR, ormai trasformate in CAR T-cells, che, una
volta sottoposte a una serie di controlli di qualita, verranno
poi somministrate al paziente.

Al momento attuale, per le CAR T-cells gia approvate, il tempo
cosiddetto ‘da vena a vena), cioe il tempo che intercorre tra la
leucoaferesi e la reinfusione delle cellule T riprogrammate nel
paziente e di qualche settimana (da 3 a 4).
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Come si producono le CAR T-cells? Le sfide da superare
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Laleucoaferesi

Il primo passaggio della preparazione delle CAR T-cells consi-
ste nell'isolamento dei linfociti dal paziente mediante la pro-
cedura di leucoaferesi (o leucaferesi). Durante questo proces-
S0, il sangue del paziente viene prelevato e fatto scorrere in un
apposito macchinario in grado di trattenere i linfociti, mentre
irestanti componenti cellulari vengono reinfusi. La procedura
dura dalle 3 alle 6 ore a seconda anche del numero di linfoci-
ti circolanti nel paziente. Il numero di linfociti isolati, infatti,
e fondamentale per la produzione di una quantita sufficiente
di CAR T-cells; nei pazienti leucemici, tuttavia, questo rappre-
senta spesso uno step limitante a causa della riduzione della
quota linfocitaria circolante causata dall'aumento di altre po-
polazioni cellulari, qualii blasti, il che rende necessario allun-
gare i tempi di leucoaferesi. In alternativa, si possono sfrutta-
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Figura 1. Rappresentazione schematica del processo di produzione delle CAR T-cells. I linfociti sono prelevati dal paziente tramite leucoaferesi e da qui inviati nei centri
deputati alla produzione delle CAR T-cells (cell factories), dove le cellule T vengono selezionate dal prodotto della leucoaferesi, attivate, modificate geneticamente in-
serendovi il gene del CAR di interesse (trasduzione), espanse per raggiungere una dose clinica, sottoposte agli opportuni controlli di qualita, congelate e, infine, inviate

nuovamente al centro dove, dopo lo scongelamento, saranno reinfuse nel paziente.

re strategie di mobilizzazione delle cellule dal midollo osseo,
come ad esempio l'uso di plerixafor, un antagonista del recet-
tore CXCR4, che facilita il rilascio di cellule T e cellule stami-
nali emopoietiche.

Separazione e selezione delle cellule T
Dal materiale ottenuto con la leucoaferesi occorre poi iso-
lare le cellule T che dovranno essere manipolate per intro-
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durvi il gene del CAR ed essere trasformate in CAR T-cells.
Il prodotto grezzo della leucoaferesi viene quindi inviato
dall’'ospedale all'impianto dove avverra la preparazione del-
le CAR T-cells.La separazione e selezione delle cellule T in
genere viene effettuata in base alle dimensioni o sfruttando
I'espressione di specifici marcatori cellulari espressi sulla
membrana plasmatica, ma sono allo studio anche altri ap-
procci (figura 2).
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Figura 2. Principali tecnologie usate per la separazione delle cellule T. Dopo la leucoaferesi, le cellule T possono essere isolate in base alle loro dimensioni tramite cen-
trifugazione su gradiente (ficoll) o con onde ultrasoniche, oppure sfruttando l'espressione di antigeni di superficie tramite anticorpi coniugati a molecole fluorescenti

(fluorocromi) o a biglie magnetiche o, ancora, attraverso 1'uso di microbolle gassose.

Separazione in base alle dimensioni cellulari

Nel primo caso, la separazione avviene mediante centrifuga-
zione, con o0 senza l'uso di sistermi basati su gradiente di den-
sita (come Ficoll), che consentono la rimozione di frazioni
indesiderate dei prodotti della leucoaferesi, quali granulociti,
piastrine e globuli rossi. Questa tecnologia € ben consolidata e
ora sono disponibili diversi sistemi chiusi e autormatizzati per
eliminare le cellule non desiderate utilizzando la separazio-
ne tramite gradiente di densita. Tuttavia, poiché il principio
ditale separazione dipende da differenze intrinseche nella di-
mensione cellulare, risulta impossibile discriminare diversi
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fenotipi cellulari con dimensioni simili (per esempio, cellule
T sane rispetto a cellule leucemiche).

Separazione in base a marcatori presenti sulla superficie
cellulare

Un approccio alternativo per la separazione e selezione del-
le cellule T consiste nell'utilizzo di anticorpi che riconosco-
no marcatori espressi sulla superficie cellulare delle cellule
di interesse, e che sono coniugati con fluorocromi (molecole
fluorescenti) o biglie magnetiche.
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Nel caso di anticorpi legati a molecole fluorescenti, la sepa-
razione viene poi effettuata tramite FACS (flow activated cell
sorting), una metodica comunemente usata nei laboratori di
ricerca per la separazione di specifici sottotipi cellulari ba-
sandosi sull’'espressione di antigeni di superficie. Questo ap-
proccio presenta, tuttavia, alcuni limiti, come la velocita del
processo (il throughput) e il numero di cellule recuperate, che
risultano relativamente bassi rispetto ad altri sistemi; inoltre,
poiché nella maggior parte dei casi le cellule vengono isolate
racchiuse in gocce, questo sistema comporta il rischio di con-
taminazioni ambientali.

La separazione che utilizza anticorpi coniugati a biglie magne-
tiche, invece, € piu veloce e ha una maggiore scalabilita rispetto
alla separazione tramite FACS, per cui € attualmente il metodo
piu utilizzato per l'isolamento delle cellule T. Questo approccio
sfrutta I'isolamento in un campo magnetico della cellula che
esprime l'antigene di interesse tramite il legame dell'anticorpo
associato a una biglia magnetica, ma comporta l'isolamento di
popolazioni cellulari legate a sfere magnetiche che verranno
poi infuse nel paziente. Sebbene inerti, le biglie magnetiche
legate alle cellule possono comportare un'attivazione aspeci-
fica e alterare le caratteristiche cellulari; percio, per far fronte
a questa criticita, alcune aziende stanno sviluppando diverse
tecnologie per consentire il rilascio di tali biglie una volta che
le cellule sono state isolate.

Altri approcci in studio

Parallelamente, sonoin corso di valutazione altri approcci per
la selezione cellulare, tra cui gli ultrasuoni in grado di separa-
re sulla base delle dimensioni cellulari e una tecnica chiama-
ta BACS (buoyancy-activated cell sorting), basata sull'utiliz-
z0 di anticorpi legati a microbolle, cioe bolle gassose con un
diametro nell'ordine dei micrometri, che consentono l'isola-
mento delle cellule di interesse per galleggiamento. L'obietti-
vo di questi progressi tecnologici € aumentare ulteriormente
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la specificita di selezione cellulare, riducendo al minimo la
manipolazione della cellula e limitando costi e tempi di pre-
parazione del prodotto.

Selezione di specifiche sottopopolazioni di cellule T

Sono in via di sviluppo anche strategie che consentano di iso-
lare particolari sottopopolazioni di cellule T, come cellule T
naive o cellule T della memoria, o arrivare a una miscela di
cellule T con una composizione precisa e bilanciata di sotto-
popolazioni diverse. Per esempio, le CAR T-cells liso-cel (un
prodotto non ancora approvato, ma in fase avanzata di svilup-
po per il trattamento di alcuni tipi di linfoma non-Hodgkin)
vengono prodotte in modo che le cellule T da ingegnerizzare
contengano una percentuale fissa e precisa dicellule T CD4+ e
CD8+. La selezione di sottopopolazioni di cellule T e, di conse-
guenza, l'incremento della loro purezza, ha mostrato in studi
preliminari una superiorita in termini sia di resa sia di effica-
cia delle CAR T-cells generate a partire da tali sottopopolazioni
rispetto a quelle prodotte mediante una semplice separazione
delle cellule T dopo la leucoaferesi.

Attivazione delle cellule T

Una volta isolate, le cellule T devono essere attivate, per con-
sentirne sia la trasduzione con il gene del CAR di interesse sia
la successiva espansione in vivo. Sono state sviluppate diver-
se tecnologie per l'attivazione delle cellule T:

e basata su cellule;

e basata sumicrosfere;

e basata su anticorpi.

Attivazione basata su cellule

Il primo approccio sfrutta cellule che fisiologicamente, a livel-
lo endogeno, sono deputate alla presentazione dell'antigene
(APC), come le cellule dendritiche e i macrofagi. Questa stra-
tegia impiega le APC del paziente mimando la stirmolazione
che avviene in vivo; tuttavia, presenta alcuni limiti, fra cui i
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costi per la preparazione delle cellule con caratteristiche che
rispettino i requisiti previsti dalle GMP, il rischio di contami-
nazione della popolazione terapeutica (le CAR T-cells) a causa
di una rimozione incompleta delle APC prima dell'infusione
nel paziente g, infine, la variabilita da donatore a donatore nel-
la quantita di APC isolate e nella loro attivita.

Per superare queste limitazioni sono state create cellule pre-
sentanti l'antigene artificiali (aAPC); si tratta di linee cellula-
ri geneticamente modificate che esprimono costitutivamen-
te antigeni in grado di guidare l'attivazione e l'espansione di
specifici tipi di cellule, consentendo cosi una stimolazione
piu controllata rispetto alle APC endogene. Tuttavia, anche le
aAPC presentano alcuni limiti, legati ai tempi ma soprattut-
to ai costi di ingegnerizzazione, espansione, qualificazione e
mantenimento delle linee.

Attivazione basata su microsfere e/o anticorpi
Un'alternativa alle APC e offerta dall'uso di microsfere che
portano legati anticorpi, generalmente anti-CD3 e anti-CD28,
0,1in alternativa, dei soli anticorpi, che rappresentanoireagen-
ti pit comunemente utilizzati nella produzione di cellule per
immunoterapia commerciale, poiché inducono un’attivazione
consistente, riducendo e semplificando i flussi di produzione.
Ad oggi, diverse aziende biotech hanno generato reagenti stan-
dard per l'attivazione delle cellule T, semplificandone ampia-
mente l'attivazione ex vivo.

Trasduzione con il gene del CAR di interesse

La trasduzione rappresenta la fase in cui il DNA della cellula T
viene modificato attraverso l'inserimento nel suo genoma del
gene codificante il CAR di interesse (costrutto). Le tecniche di
ingegneria genetica utilizzate a tale scopo si sono evolute nel
tempo, passando da semplici metodi di laboratorio fisico-chi-
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mici a metodi di trasferimento di materiale genetico (trasfe-
zione) attraverso vettori virali e non, con 'obiettivo di raggiun-
gere un'espressione elevata del gene del CAR, riducendo nel
contempo gli effetti tossici sulla cellula.

La trasduzione puo essere eseguita durante l'attivazione del-
le cellule T o nei successivi 3 giorni, e in quest’ultimo caso ri-
sulta piu efficiente grazie all'aumentata percentuale di cellule
che si dividono attivamente.

Trasduzione mediante vettori virali

La trasduzione delle cellule T mediante vettori virali e attual-
mente la procedura piu utilizzata per l'ingegnerizazione delle
cellule T e sfrutta l'impiego di retrovirus (lentivirus o y-retrov-
irus) oppure adenovirus. L'uso di vettori virali per I'inserimen-
to del gene del CAR nelle cellule T presenta diversi vantaggi,
tra cui la relativa facilita di produzione e la loro capacita di
integrare stabilmente il materiale genetico nel genoma della
cellula ospite.

Trasduzione mediante altre tecniche

Si stanno attualmente studiando anche altre tecniche di tra-
sduzione non basate sull'impiego di virus, al fine di semplifi-
care la produzione delle CAR T-cells e ridurre i costi associa-
ti all'uso di vettori virali. Tra queste, 'impiego dei trasposoni
complessi, in grado di tagliare il DNA in regioni specifiche tra-
mite I'enzima trasposasi e inserire attraverso ‘ricombinazio-
ne sito-specifica’ la sequenza di DNA codificante per il CAR.
La trasduzione mediante trasposoni risulta sostanzialmente
piu efficace e rapida, meno tossica e caratterizzata da costi ri-
dotti rispetto a quella basata sull'uso di vettori virali; tuttavia,
siamo ancora lontani da un suo impiego in ambito clinico e
la tecnica basata sui vettori virali resta quella maggiormente
utilizzata.
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Espansione

La maggior parte delle terapie cellulari, compresa quella con
le CAR T-cells, richiede I'espansione delle cellule prima della
loro reinfusione nel paziente, al fine di raggiungere il numero
necessario da somministrare per ottenere l'effetto terapeutico.
Sono disponibili diversi sistemi per ottenere tale espansione;
tra questi, 1 piu utilizzati sono sacche di coltura permeabili a
gas statici, diverse tipologie di bioreattori e nuovi macchinari
sviluppati per isolare, modificare geneticamente ed espande-
reilinfociti in un unico sistema.

Controlli di qualita

Una volta conclusa la fase di espansione, € necessario garan-
tire che le cellule prodotte soddisfino determinati standard
di qualita (attributi di qualita critica, CQA); cio richiede un
monitoraggio continuo di parametri biologici e microbiologici
durante l'iter produttivo per assicurare la qualita del prodot-
to finito in termini di sicurezza e potenza, un processo noto
come PAT (in-line process analytical technologies). I comuni
bioreattori sono dotati di sensori per monitorare in modo con-
tinuo pH e temperatura, mentre altri parametri sono ad oggi
misurati tramite un campionamento manuale di routine per
raccogliere datirelativi a densita cellulare, vitalita e metaboli-
ti prodotti. Tuttavia, sono attualmente in sviluppo nuove tec-
nologie per consentire la lettura automatizzata di tutti questi
parametri e conoscere in temypo reale o addirittura in anticipo
1 processi da eseguire sulle cellule in cultura (per esempio tra-
sduzione o recupero cellulare).

Terminati tutti i necessari controlli di qualita, le cellule pos-
sono finalmente essere congelate e inviate dalla cell factory al
centro dove, dopo lo scongelamento, saranno sormministrate
al paziente.
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I1 futuro delle CAR T-cells

Perché la terapia con le CAR T-cells sia efficace, le cellule in-

gegnerizzate somministrate al paziente dovrebbero possedere

tre caratteristiche fondamentali:

1. alta attivita effettrice, anche nell'ambiente tumorale immu-
NnOSoppPressivo;

2.alta capacita di proliferazione, anche dopo molteplici incon-
tri con cellule tumorali;

3.sopravvivenza a lungo termine nell'organismo del paziente.

Nonostante i successi gia ottenuti con le CAR T-cells dirette
contro l'antigene CD19, la diffusione su ampia scala del loro
impiego clinico e tuttora limitata da diversi fattori, fra cui la
persistenza non ottimale, la bassa efficacia finora dimostra-
ta nei confronti dei tumori solidi, il profilo di sicurezza e, non
ultimo, il costo. Sono pertanto allo studio diverse strategie per
affrontare tali problematiche su vari fronti, al fine di aumenta-
re 'accesso a queste terapie, sviluppare CAR T-cells di nuova
generazione ancora piu efficaci e aprire nuove prospettive di
impiego, per esempio nei tumori solidi.

Ricerca di nuovi antigeni bersaglio

Molti laboratori sono al lavoro per sviluppare nuovi CAR diretti
contro antigeni bersagliodiversidal CD19. Fraitarget alternati-
vi piu studiati per il trattamento delle neoplasie ematologiche
ci sono CD20, CD22 e CD30. Per esempio, in uno studio di fase
1/2a (NCT01735604), il trattamento con CAR T-cells anti-CD20
in 11 pazienti con linfomma non-Hodgkin ha finora mostrato
tassi di risposta (ORR 81,8%) simili rispetto alle CAR T-cells
anti-CD19 dopo 5 anni di follow-up. In uno studio di fase 1 nel
quale si sono valutate CAR T-cells anti-CD22 in pazienti con
leucemia linfoblastica acuta a cellule B, naive o resistenti alle
CAR T-cells anti-CD19, e stato riportato un tasso di remissione

INTRODUZIONE LE CAR T-CELLS

APPLICAZIONI CLINICHE ~CAR T-CELLS ‘INDUSTRIALI’

completa del 73% nei 15 pazienti valutabili. Anche CAR T-cells
anti-CD30 hanno mostrato di indurre risposte complete in uno
studio di fase 1 su pazienti con linfoma di Hodgkin o linforna
anaplastico a grandi cellule.

CAR T-cells di nuova generazione

Per superare problematiche quali I'insorgere di resistenze che
portano alla comparsa di recidive e per migliorare l'efficacia
antitumorale, la specificita e il profilo di sicurezza della te-
rapia con CAR T-cells, si stanno studiando diversi tipi di CAR
T-cells di nuova generazione, tra cui le CAR T-cells bi-specifi-
che, le CAR T-cells che esprimono piu di un CAR e le CAR T-cel-
Is ‘armored..

CAR T-cells bi-specifiche

Sebbene negli studi con le CAR T-cells anti-CD19 si siano otte-
nuti tassi di risposta completa iniziali interessanti, si e visto
che un numero non trascurabile di pazienti recidiva, in alcuni
casi a causa della perdita dell'antigene/epitopo bersaglio (reci-
diva CD19-negativa). La perdita (o la riduzione) dell’'espressio-
ne del target, un fenomeno noto come evasione o fuga dell'an-
tigene (antigen escape), € uno dei principali meccansimi di
resistenza sviluppato dalle cellule tumorali nei confronti della
terapia con le CAR T-cells. Per ovviare a tale inconveniente, si e
ipotizzato che ingegnerizzare la cellula T con un CAR che colpi-
sca non uno solo, bensi due antigeni/epitopi simultaneamente
possa ridurre il rischio di recidiva, in quanto e sufficiente il le-
game a uno dei due per indurre I'attivazione delle CAR T-cells.
Si stanno, dunque, sviluppando CAR T-cells chiamate tandem
(CAR T-cells bi-specifiche): dotate di un singolo CAR bivalente,
in grado diriconoscere due antigeni grazie alla compresenza di
due dormini di riconoscimento distinti per i due antigeni bersa-
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glio, situati in tandem
e separati da una cer-
niera flessibile (figu-
ra 1). Nelle CAR T-cel-
lIs tandem la funzione ¢
effettrice viene attiva-
ta in modo sinergico
quando entrambi gli
antigenibersaglioven-
gono riconosciuti, ma
e comungue preserva-
ta anche in presenza
di un solo antigene.
Questa strategia non
solo consente alle CAR
T-cells di discrimina-
re in modo ancora piu
efficiente le cellule tu-
morali da quelle sane,
riducendo la tossici-
ta, ma contribuirebbe
anche a colpire quelle
cellule tumorali nelle
quali l'espressione di

Antigene 1
E/O antigene 2

Risposta della CAR T-cell

uno dei due antigeni
bersaglio e assente o
ridotta.

Figura 1. Struttura schematica di un CAR tandem.

Sono attualmente in corso diversi studi nei quali si stanno
valutando CAR T-cells bispecifiche, in particolare CAR T-cel-
s anti-CD19/CD22 (per esempio, NCT03448393) e anti-CD19/
CD20 (per esempio, NCT03271515), per superare il problema
della recidiva CD19-negativa e fornire un’opzione terapeutica
ai pazienti il cui tumore e refrattario a terapie mirate contro
uno specifico antigene.
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CAR T-cells che esprimono piu di un CAR

Un’alternativa alle CAR T-cells tandem e rappresentata dal-
lo sviluppo di cellule T ingegnerizzate in modo da esprimere
simultaneamente due o tre diversi CAR, ciascuno dei qua-
li riconosce un diverso antigene turmorale e fornisce segnali
complementari. Anche questa strategia, come la precedente,
puo migliorare il profilo di sicurezza e la selettivita delle CAR
T-cells verso le cellule tumorali, riducendo il rischio di effetti
avversi fuori bersaglio, garantendo l'attivazione completa solo
se tutti gli antigeni sono espressi dalla popolazione tumorale.

CAR T-cells di quarta generazione ‘armored’

Per migliorare la capacita proliferativa delle CAR T-cells e la
loro efficacia anti-tumorale, soprattutto per contrastare il pro-
blema dei fattori inibitori associati al microambiente tumora-
le, si stanno studiando CAR T-cells definite ‘armored’, di quar-
ta generazione, che sfruttano diverse tecniche per superare
l'ostacolo del microambiente tumorale immunosoppressivo.
Tra queste vi € I'inserimento di geni che codificano per la pro-
duzione di citochine ad attivita citotossica da parte delle co-
siddette cellule TRUCK (T cells redirected for universal cytoki-
ne-mediated Kkilling), le piu studiate delle quali sono le TRUCK
cells che secernono IL-12 (figura 2). Queste cellule combinano
I'attacco delle CAR T-cells alle cellule turmorali con il rilascio
a livello locale di una sostanza citotossica, come appunto I'IL-
12, evitandone la tossicita sistemica. TRUCK cells anti-CD19 in
grado di secernere IL-12 hanno mostrato in effetti un aumen-
to della proliferazione cellulare e della citotossicita rispetto a
controparti non secernenti IL-12 in studi preclinici. Sono allo
studio anche TRUCK-cells in grado di produrre IFN-y, il quale
media la lisi delle cellule tumorali attraverso il legame con il
suo recettore (IFN-yR), che e espresso dallo stroma tumorale.
In piu, la produzione di citochine citotossiche attiva anche le
cellule immunitarie residenti nel microambiente tumorale e
riduce I'immunosoppressione mediata dal tumore, risultando
cosl in un complessivo aumento dell’'attivita antitumorale.
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CAR T-cells redirected
for universal cytokine
killing (TRUCK)

Figura 2. Le TRUCK cells.

CAR T-cells allogeniche e ‘off the shelf

Un possibile sviluppo futuro di estremo interesse della terapia
con CAR T-cellsriguarda lo sviluppo di CAR T-cells allogeniche
0 ‘universali, prodotte a partire da cellule fornite da donatori
sani, e ‘off the shelf, cioe pronte da utilizzare al mormento del
bisogno. Questa strategia permetterebbe di ampliare l'accesso
a questa terapia, semplificando l'iter produttivo, abbreviando
il temnpo necessario per arrivare alla prima infusione g, in ulti-
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ma analisi, riducendo i costi, oltre a fornire cellule ingegneriz-
zate in alcuni casi piu funzionali e potenti rispetto a quelle de-
rivate dai pazienti (autologhe), visto che alcune neoplasie (in
particolare la leucemia linfatica cronica) sono caratterizzate
da una disfunzione delle cellule T che non puo essere comple-
tamente corretta durante il processo di trasformazione in CAR
T-cells. Al momento, tuttavia, ci sono ancora parecchi ostacoli
da superare per avere CAR T-cells allogeniche efficaci e sicu-
re, in particolare per quanto riguarda il rischio di Graft versus
Host Disease (GvHD) e quello di rigetto delle cellule infuse.
Sono comunque gia partiti studi di fase 1 nei quali si stanno
valutando questi tipi di CAR T-cells.

CAR T-cells per i tumori solidi

Le due CAR T-cells attualmente approvate dalle agenzie rego-
latorie e la maggior parte degli studi in corso su questa tera-
piariguarda il trattamento di tumori ematologici. Tuttavia, c'e
grande interesse anche per lo sviluppo di CAR T-cells destina-
te al trattamento di neoplasie solide, sebbene gli studi eseguiti
finora abbiano dato risultati nel complesso deludenti. Per ot-
tenere esiti migliori occorre affrontare, infatti, molte sfide, le-
gate alla difficolta di trovare antigeni bersaglio idonei, alla tos-
sicita e al fatto che la complessa struttura e vascolarizzazione
della matrice tumorale, cosi come le molecole immunosop-
pressive e l'alto tasso metabolico presenti nel microambiente,
influenzano negativamente sia la funzione sia la migrazione
dei linfociti T, limitando l'efficacia dell'immunoterapia cellu-
lare. Ad oggi, di fatto, non é stato ancora individuato un anti-
gene espresso dalle cellule dei tumori solidi che sia paragona-
bile al CD19 come bersaglio per le neoplasie ematologiche. La
maggior parte dei trial clinici in corso utilizza CAR T-cells di
seconda e terza generazione, mentre pochi, finora, impiegano
TRUCK-cells. Queste ultime, tuttavia, sembrano rappresentare
una strategia promettente per il trattamento dei tumori solidi;
infatti, a causa dell'enorme diversita fenotipica presente nelle
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lesioni tumorali solide, un numero ragionevole di cellule tu-
morali non viene riconosciuto da un determinato CAR, ma la
secrezione in loco di una citochina come I'IL-12 consente di
promuovere un'attivazione citochina-mediata universale, an-
dando a colpire anche quelle cellule tumorali che sarebbero
invisibili alle CAR T-cells.

Impiego dell’editing genetico per la produzio-
ne delle CAR T-cells

Gliattuali metodi diingegnerizzazione delle cellule T non con-
sentono di controllare in quale punto del genoma va a inserirsi
il gene del CAR. I recenti sviluppi della tecnologia CRISPR di
editing genetico, tuttavia, consentono oggi un'integrazione del
materiale genetico in una localizzazione precisa nel genoma
della cellula ingegnerizzata. Sono gia partiti, quindi, alcuni
studi che stanno valutando efficacia e sicurezza di CAR T-cel-
s prodotte con tale tecnologia. In un modello murino di leu-
cemia linfoblastica acuta, la localizzazione del CAR permessa
dal sistema CRISPR/Cas9 nel locus del gene della catena alfa
del recettore delle cellule T (TRAC) ha mostrato di permettere
un’espressione uniforme del CAR in tutte le CAR T-cells pro-
dotte e un aurmento della citotossicita. Inoltre, questa tecno-
logia consente di silenziare singoli geni immunosoppressivi
come CTLA-4 o PD-1, migliorando cosi la funzione delle cellule
T senza causare un blocco totale dei meccanismi di feedback
negativo immunitario.

‘Geni suicidi’ per rendere le CAR T-cells piu si-

cure

Per migliorare il profilo di sicurezza delle CAR T-cells, che sono
caratterizzate datossicitanuoverispetto alle terapie antitumo-
rali convenzionali, e in alcuni casi potenzialmente molto peri-
colose, si stanno sperimentando diversi approcci. Il piu noto e
piu studiato riguarda l'inclusione nel gene del CAR di ‘interrut-
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tori di sicurezza), attivabili qualora il paziente sviluppi tossici-
ta gravi, per limitare l'effetto citotossico dovuto all’'attivazione
incontrollata delle CAR T-cells. Il sistema piu studiato consiste
nell'inserimento nel gene del CAR di una sequenza inducibile
che codifica per la caspasi 9, un ‘gene suicida’ che, in presenza
di un farmaco somministrabile al paziente in caso di tossici-
ta, si attiva g, di conseguenza, promuove una rapida induzione
dell'apoptosi nelle CAR T-cells, ‘spegnendo’ gli effetti tossici.

Combinazioni con altri trattamenti

Infine, una strategia attualmente perseguita in vari studi, per
migliorare gli outcome della terapia, consiste nella combina-
zione delle CAR T-cells con altri trattamenti, tra cui farmaci
a bersaglio molecolare, inibitori dei checkpoint immunitari
0 vaccini. Per esempio, molto promettente sembra essere la
cormbinazione delle CAR T-cells con l'inibitore della tirosin
chinasi di Bruton (BTK] ibrutinib per il trattamento di pazien-
ti con leucemia linfatica cronica recidivata/refrattaria. Inol-
tre, nello studio ZUMA-6 si stanno valutando le CAR T-cells
axi-cel seguite da un breve trattarmento con I'inibitore di PD-L1
atezolizumab in pazienti con linforma diffuso a grandi cellule
B refrattario. Un gruppo del Ludwing Cancer Resaerch dell'U-
niversita di Losanna sta esplorando anche la possibilita di uti-
lizzare le CAR T-cells in combinazione con bassi dosi di radio-
terapia per incrementare l'efficacia del trattamento.
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La nuova frontiera delle terapie

con CAR T-cells: le CAR T allogeniche

Le due CAR T-cells attualmente approvate dalle agenzie rego-
latorie, tisagenlecleucel e axi-cel, sono entrarmbe terapie au-
tologhe: prodotte a partire dalle cellule T del paziente raccol-
te dal sangue. Si tratta, quindi, di terapie paziente-specifiche,
che rappresentano un esempio perfetto di medicina persona-

te alla volta e solo per quel paziente. La natura personalizza-
ta della terapia implica, inoltre, un iter produttivo complesso,
a volte non coronato da successo e che al momento richiede
tempi piuttosto lunghi, non sempre compatibili con quelli di
una malattia che puo progredire rapidamente.

lizzata. Nonostante questi prodotti stiano
rivoluzionando il trattamento dei tumori
per i quali sono indicati e abbiano intro-
dotto un vero e proprio cambio di paradig-
ma, presentano allo stato attuale alcuni
limiti. Per superare, almeno in parte, que-
ste problematiche, molti laboratori di ri-
cerca stanno cercando di sviluppare CAR
T-cells allogeniche, ‘off the shelf (pronte
all'uso): terapie che possano essere pro-
dotte su larga scala a partire da cellule
di un donatore sano e utilizzate per piu
pazienti, e che siano prontamente dispo-
nibili al momento del bisogno; anche la
messa a punto e l'impiego di questi pro-
dotti, tuttavia, presenta al momento al-
cuni ostacoli (figura 1).

Rigetto

I limiti delle CAR T-cells auto- GvHD

loghe attuali

Proprio percheé é specifico per il paziente,

Correzione 'off target'

/

Disfunzione
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Fallimenti
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e nella produzione

Autologhe

Progressione
della malattia
durante la produzione
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ogni trattamento con CAR T-cells autolo-

ghe puo essere utilizzato per un pazien- gaun donatore sano).
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Figura 1.1 principali limiti delle CAR T-cells autologhe (derivate dal paziente] e di quelle allogeniche (ottenute
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Infatti, non sempre e possibile raccogliere e ingegnerizzare un
numero adeguato di linfociti da pazienti che sono tipicamen-
te linfopenici a causa della loro malattia o delle chemioterapie
effettuate in precedenza. Per esempio, nello studio ELIANA, il
trial che ha portato all'approvazione di tisagenlecleucel per il
trattamento della leucemia linfoblastica acuta, non si & potuto
praticare l'infusione nel 7,6% dei pazienti a causa di ‘problemi
di produzione’; la percentuale é risultata ancora piu alta nel
caso del linforna diffuso a grandi cellule B o il linforma follico-
lare (13,2%) e si e visto che tutti i pazienti in cui la produzione e
fallita avevano una conta linfocitaria assoluta < 300 cellule/pl.

Inoltre, dal momento che le CAR T-cells sono preparate per ogni
singolo paziente a partire dal materiale raccolto con la leucoa-
feresi, non e possibile arrivare a un prodotto finale completa-
mente standardizzato, e caratteristiche chiave quali il numero
dicellule, laloro vitalita, 'espressione del CAR e la quota di cel-
lule T con fenotipo memoria possono essere si monitorate, ma
non saranno del tutto identiche tra una preparazione e l'altra.

Un altro limite e rappresentato dai tempi di produzione, che
al momento sono almeno di 3-4 settimane, un arco temporale
abbastanza lungo, durante il quale il paziente puo andare in
progressione. Di fatto, il progredire del tumore durante l'attesa
delle CAR T-cells rappresenta ad oggi una barriera significativa
di accesso a questa terapia. Sempre nello studio ELIANA, per
esempio, il 7,6% dei pazienti arruolati/sottoposti alla leucoafe-
resi e deceduto prima di poter essere trattato con le CAR T-cells.
Per questo motivo, si sta lavorando attivamente per migliorare
il processo produttivo, in modo da abbreviare i tempi.

Altri due problematiche attuali sono rappresentate dalla di-
sfunzione alla quale vanno incontro le cellule T, un fenomeno
che riguarda soprattutto la leucemia linfatica cronica in stadio
avanzato, e dal fatto che il materiale raccolto con la leucoaferesi
dal paziente puo essere contaminato da cellule tumorali, che in
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alcuni casi possono anch'esse essere trasdotte con il CAR, gene-
rando 'CAR-blasti’ che impediscono l'attacco delle CAR T-cells.

Infine, non da ultimo, un ostacolo importante per I'accesso
alle due terapie risiede nel loro costo elevato: negli Stati Uni-
ti 475.000 dollari per tisagenlecleucel e 373.000 per axi-cel,
mentre nell'Unione europea il prezzo dei due prodotti e varia-
bile a seconda delle politiche di rimborso adottate dai singoli
Stati, ma e comunque molto alto.

Possibili rischi delle CAR T-cells allogeniche
Graft versus Host Disease

Unrischioinsitonell'utilizzo di CAR T-cells allogeniche riguazr-
da il possibile sviluppo di Graft versus Host Disease (GvHD).
La GvHD dipende dal fatto che le cellule T derivate da dona-
tori riconoscono una mancata corrispondenza dell’HLA attra-
verso il recettore delle cellule T (TCR) e attaccano i tessuti del
paziente. La GVHD e un'importante complicanza del trapianto
allogenico di cellule staminali emopoietiche e nel caso delle
CAR T-cells allogeniche, per rendere sicuro il trattamento, oc-
corre adottare strategie per prevenirla.

Rigetto delle CAR T-cells

Un altro rischio e rappresentato dal possibile rigetto delle
CAR T-cells. Le cellule T di un paziente possono riconoscere
le cellule T infuse non HLA-compatibili come estranee e le ri-
gettano. La generazione di cellule HLA-compatibili ha ridotto
la frequenza del rigetto nel trapianto allogenico di cellule sta-
minali. Tuttavia, non tutti i pazienti hanno un donatore com-
pletamente compatibile, per cui sarebbe auspicabile avere un
prodotto cellulare facilmente disponibile adatto a tutti i pa-
zienti indipendentemente dal tipo di HLA. Un’intensificazio-
ne dellalinfodeplezione a cui é sottoposto il paziente potrebbe
essere sufficiente per consentire alle CAR T-cells allogeniche
di espandersi ed eliminare le cellule maligne, prima del recu-
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pero del sisterna immunitario dell'ospite. Per consentire cio, si
stanno sviluppando diverse strategie per rendere le cellule T
del donatore resistenti agli agenti linfodepletanti.

Potenziali rischi insiti nell’editing genetico

Una delle strategie utilizzate per produrre CAR T-cells alloge-
niche prevede I'impiego di cellule T di donatori sani trattate
con tecniche di editing genetico, che permettono di correggere
e modificare il genoma, per esempio in modo da inattivare o
eliminare il TCRaB, cosi da scongiurare la GvHD. L'editing ge-
netico, pero, potrebbe comportare rischi non ancora conosciu-
ti. Quando i punti interessati dall'editing sono piu d'uno, infat-
ti, potrebbero avvenire correzioni ‘off-target’, cioe in punti del
genoma diversi da quelli desiderati, con conseguenze a oggi
poco prevedibili, ma potenzialmente dannose.

Strategie allo studio per lo sviluppo di CAR

T-cells allogeniche

Sono attualmente allo studio diverse strategie per sviluppare
CAR T-cells allogeniche. Per esempio, queste cellule possono
essere ottenute dallo stesso donatore che le ha fornite per il
trapianto allogenico al quale il paziente puo essere stato sot-
toposto in precedenza, e rispetto al quale € HLA-compatibile,
oppure a partire da cellule di un donatore qualsiasi sottoposte
auna procedura di editing genetico per consentirne la sommmi-
nistrazione anche a pazienti non HLA-compatibili.

Cellule T derivate dal donatore del trapianto allogenico

Il trapianto allogenico di cellule staminali rappresenta lo stan-
dard di cura per i pazienti con leucemia linfoblastica acuta ad
alto rischio che abbiano un donatore HLA-compatibile e non e
raro che i pazienti adulti ricadano dopo il trapianto; pertanto,
in alcuni studi si € valutato I'impiego di CAR T-cells derivate
dallo stesso donatore che le ha fornite per il trapianto. Dato
che questi donatori sono HLA-compatibili con il paziente, le
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CAR T-cells generate da essi hanno meno probabilita di causa-
re GVHD e, poiché sono identiche al compartimento ematopo-
ietico trapiantato in precedenza, non dovrebbero attaccarlo. I
primi studi hanno mostrato, in effetti, un'incidenza della GvHD
minima rispetto all'infusione dilinfociti del donatore standard
(DLI), con la quale il tasso di GvHD acuta e del 40-60%.

Da notare che il tipo di dominio co-stimolatorio utilizzato nel
CAR sembra avere un impatto sul grado di GvHD, che sarebbe
inferiore nel caso di CD28.

Un possibile limite delle CAR T-cells prodotte a partire dallo
stesso donatore del trapianto risiede nel fatto che, sebbene
rappresentino una fonte alternativa di cellule per un gruppo
selezionato di pazienti e consentano di superare il problema
della disfunzione delle cellule T, non sono cellule ‘pronte all'u-
so’ Infatti, vanno preparate per ogni singolo paziente, il cui tu-
more deve essere tenuto sotto controllo durante la produzio-
ne. Inoltre, va tenuto presente che il trapianto allogenico € una
strategia terapeutica usata dirado in caso di linfoma diffuso a
grandi cellule B o leucemia linfatica cronica recidivati, e cer-
tamente non sarebbe un ponte pratico per arrivare a fornire
CAR T-cells allogeniche.

Cellule T derivate da donatori sani e sottoposte a editing
genetico

CAR T-cells ‘universali’ e pronte all'uso potrebbero eliminare
molti dei problemi legati ai fallimenti nella raccolta e nella
produzione delle cellule associati alle loro controparti autolo-
ghe o derivate dai donatori del trapianto.

Sebbene questa strategia presenti anch'essa i suoi ostacoli, di
recente sono stati fatti progressi tecnologici promettenti per
superarne alcuni. Per esempio, per prevenire la GvHD, il recet-
tore TCRaP puo essere eliminato (knocked out, KO) mediante
diverse tecniche di editing genetico. Il TCRaf € un eterodimero
e le catene alfa e beta devono essere presenti entrambe affin-
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ché sia espresso. La catena alfa e codificata da un singolo gene
(TRAC), mentre la catena beta da due, percio il KO di TRCA at-
traverso I'utilizzo di nucleasi € la strategia di scelta per evitare
I'espressione del TCR.

Le nucleasi agiscono come ‘forbici molecolari’ utilizzate per
effettuare 'editing del genoma. Attualmente sono allo studio
diverse tecniche di editing genetico utilizzate per il KO del
TCRap al fine di produrre CAR T-cells da donatori sani, due del-
le quali sono, rispettivamente, le nucleasi ad anello di zinco e
la tecnologia TALEN®, una piattaforma brevettata dalla biote-
ch Cellectis (tabella 1).

La maggior parte delle strategie utilizzate per produrre CAR
T-cells ottenute da donatori sani si basano su due passaggi:
primo, I'introduzione del CAR con un vettore virale, seguita dal
silenziamento del gene TRAC usando una nucleasi. Utilizzan-
do questo metodo, analogamente a quanto avviene per le CAR
T-cells autologhe, i geni che codificano per il CAR si integrano
in modo semi-casuale nel genoma della cellula T, con livelli di
espressione variabili. Alcuni gruppi, tuttavia, stanno svilup-
pando tecniche con le quali il gene del CAR e incorporato di-
rettamente nel locus del TRAG, il che permette di introdurre il
CAR e impedire I'espressione del TCRap endogena in un unico
passaggio.

Altre strategie

Oltre alle cellule T derivate dal donatore del trapianto alloge-
nico e a quelle derivate da donatori sani e sottoposte a editing
genetico, si stanno valutando altre possibili fonti per la pro-
duzione di CAR T-cells allogeniche. Una di esse e rappresenta-
ta dalle CAR T-cells derivate da cellule staminali pluripotenti
indotte (iPSC), al fine di eliminare la necessita di donazioni
ripetute da parte di volontari sani e creare una banca di linee
di CAR T-cells con diversi tipi di HLA. Un’altra possibilita, sul-
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Sitodilegame Nucleasi

Nucleasi a dita di zinco Proteina FOK1
TALEN® Proteina FOK1
Crispr/Cas9 gRNA Cas9
MegaTAL nucleasi Proteina Meganucleasi

Tabella 1. Tecniche di editing genetico utilizzate per evitare l'espressione del TCRap.

la quale stanno puntando anche ricercatori italiani, tra cui i
gruppi dell'Ospedale San Gerardo di Monza e dell'Ospedale
Papa Giovanni XXIII di Bergamo, coordinati rispettivamente
dai professori Andrea Biondi e Alessandro Rambaldi, & rappre-
sentata dalle cellule mononucleate da cordone ombelicale.

Ricerche in corso sulle CAR T-cells allogeniche
Molti gruppi stanno attualmente lavorando alla messa a
punto di CAR T-cells allogeniche e le ricerche sono condotte
da aziende, da istituzioni accademiche, o in partnership tra
queste due realta.

Pioniera nello sviluppo di queste CAR T-cells e la biotech fran-
cese Cellectis, che hanella sua pipeline ben otto terapie alloge-
niche, due delle quali gia in fase 1 e sviluppate in collaborazio-
ne con Servier e la californiana Allogene: UCART19, destinata
a pazienti pediatrici e adulti con leucemia linfoblatica acuta
CD19+ ricaduti o refrattari, sulla quale sono stati presentati i
primi risultati al congresso dell’American Society of Hemato-
logy (ASH) nel 2018, e ALLO-501, per il trattarmento di pazienti
con linfoma non-Hodgkin ricaduto/refrattario, entrambe di-
rette contro 'antigene CD19. Tutti i prodotti di Cellectis preve-
dono l'impiego della tecnologia brevettata di editing genetico
TALEN® e, stando a quanto riferito dall'azienda, con ogni lotto
si potrebbero trattare fino a 100 pazienti.
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Un esempio di collaborazione pubblico-privato & quello della
tecnologia che sta mettendo a punto un team della University
of California Los Angeles (UCLA) in collaborazione con Kite/
Gilead. I ricercatori californiani sono riusciti a trasformare
cellule staminali pluripotenti (che possono essere trasforma-
te in quasi tuttii tipi di cellule] in cellule T mature attraverso
strutture chiarmate organoidi del timo artificiali, che simmulano
l'ambiente in cui le cellule staminali emopoietiche si trasfor-
mano in cellule T nell'organismo. Il loro prossimo obiettivo e
quello di combinare questa tecnica con l'editing genetico in
modo da produrre CAR T-cells allogeniche pronte all'uso, che
siano piu facilmente accessibili per i pazienti.

Anche Fate Therapeutics, in collaborazione con il gruppo di
Micheal Sadelain, del Memorial Sloan Kettering Cancer Center
di New York, sta lavorando alla messa a punto di CAR T ‘pron-
te all'uso’, create a partire da cellule staminali pluripotenti, in
particolare le iPSC, che hanno una capacita di rinnovamento

I principali possibili vantaggi delle CAR T-cells alloge-
niche:
maggiore facilita di produzione;
tempi di produzione piu brevi e quindi tempi di attesa
ridotti per i pazienti;
minor costo;
pronta disponibilita della terapia al momento del bisogno;

ampliamento del numero di pazienti che possono acce-
dere alla terapia.

Possibili limitazioni delle CAR T-cells allogeniche:

e rischio dirigetto

e rischio di GvHD

e correzioniin punti sbagliati in caso di editing genetico
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praticamente illimitata e possono essere utilizzate per creare
unabancacellulare.Illoro prodotto sichiama FT819 CAR T-cel-
Is e presenta altre due innovazioni tecnologiche: I'eliminazio-
ne del TCR, per evitare la GvDH, e un doppio bersaglio (grazie
alla presenza del recettore Fc CD16, oltre al CAR anti-CD19).

L'Italia, nel frattempo, non sta a guardare. La biotech Molmed,
per esempio, si sta muovendo in questa direzione e sta inizian-
do a sviluppare cellule allogeniche derivate non da cellule T,
bensi da cellule Natural Killer, cioe CAR NK-cells, grazie anche
aun accordo diricerca firmato nel 2018 con Glycostem. I ricex-
catori dell'Ospedale San Gerardo di Monza e quelli dell'Ospe-
dale Papa Giovanni XXXIII di Bergarmo hanno gia avviato uno
studio di fase 1 nel quale si utilizzano cellule allogeniche chia-
mate CARCIK cells, preparate a partire da un tipo particolare
dilinfociti T citotossici, chiamati citokine-induced killer (CIK)
cells e ottenuti dai donatori del trapianto, per il trattamento di
pazienti pediatrici e adulti con leucemia linfoblastica acuta
ricaduti dopo il trapianto e resistenti anche ai farmaci piu in-
novativi oggi disponibili. Anche il gruppo del professor Franco
Locatelli, all'Ospedale Pediatrico Bambino Gesu di Roma, sta
gia lavorando a un progetto di sviluppo di cellule allogeniche
prodotte a partire non da cellule T, bensi da cellule NK.

Ancora molta strada da fare

Sebbene gli sforzi dei tanti laboratori che stanno studiando
come produrre CAR T-cells allogeniche ‘pronte all'uso’ appa-
iano promettenti, e importante tenere presente che c'e ancora
molta strada da fare per avere a disposizione prodotti di que-
sto tipo coniquali trattare i pazienti nella pratica clinica. Nella
maggior parte dei casi gli studi sono ancora in fase preclinica;
le terapieinfase piu avanzata disviluppo,come UCART19, sono
arrivate solo alla fase 1. Date le potenzialita di questi approcci
di rendere le terapie con CAR T-cells piu accessibili, tuttavia,
sara molto interessante seguire i progressi in questo settore.
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ATTUALI APPLICAZIONI DELLE CAR T-CELLS
E ASPETTI CLINICI

Applicazioni cliniche delle CAR T-cells in ambito ematologico
Effetti avversi delle CAR T-cells: quali sono e come si affrontano

Che cos’hanno insegnato finora gli studi sulle CAR T-cells anti-CD19

<} CAR T-cells, una terapia possibile anche per i tumori solidi? [>
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Applicazioni cliniche delle CAR T-cells

in ambito ematologico

Al momento esistono prodotti a base di CAR T-cells approva-
ti sia negli Stati Uniti sia nell'Unione europea (Italia compre-
sa) fondamentalmente per due tumori di tipo ematologico:
la leucemia linfoblastica acuta e il linfoma diffuso a grandi
cellule B (uno dei due & approvato anche per altri tipi di lin-
foma non-Hodgkin aggressivo, tra cui il linfoma primitivo del
mediastino a grandi cellule B). Sono attualmente in corso vari
trial su queste applicazioni cliniche sia con i prodotti gia ap-
provati sia con altre CAR T-cells ancora sperimentali. Inoltre,
vi sono svariate CAR T-cells allo studio anche per altre possi-
bili applicazioni sempre in ambito ematologico, in particolare
il mieloma multiplo e la leucemia linfatica cronica.

Leucemia linfoblastica acuta

La leucemia linfoblastica acuta € la prima neoplasia in asso-
luto e la prima neoplasia ematologica per la quale e stato ap-
provato un prodotto a base di CAR T-cells. Nell'agosto 2017, in-
fatti, 'Fda ha dato il suo via libera a tisagenlecleucel, le CAR
T-cells anti-CD19 sviluppate da Novartis per il trattamento di
pazienti pediatrici e giovani adulti (fino a 25 anni) con leuce-
mia linfoblastica acuta a cellule B refrattaria o in seconda o
ulteriore recidiva. L'ok dell'agenzia Usa ha segnato un momen-
to storico, in quanto si e trattato della prima approvazione di
una terapia a base di CAR T-cells a livello mondiale, ma anche
della prima volta che I'ente ha approvato una terapia genica e
una terapia antitumorale prima in una popolazione pediatri-
ca che in una popolazione adulta. Un anno dopo (fine agosto
2018]), anche I'Ema ha autorizzato I'immissione in commercio
del prodotto nei Paesi membri dell'Unione europea, con un’in-
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dicazione analoga (pazienti pediatrici e giovani fino a 25 anni
con leucemia linfoblastica acuta a cellule B refrattari, in reci-
diva post-trapianto o in seconda o ulteriore recidiva). Attual-
mente il prodotto e disponibile in alcuni Paesi europei tra cui
anche I'Ttalia, in quanto il 7 agosto scorso I'Aifa ha dato il via
libera alla rimborsabilita di questa terapia secondo le indica-
zioni approvate dall’Ema.

I risultati ottenuti

La storia delle CAR T-cells di fatto, e iniziata proprio coniprimi
trial monocentrici su adulti e bambini con leucemia linfobla-
stica acuta (compreso lo studio della University of Pennsyl-
vania nel quale e stata arruolata Emily Whitehead, la prima
bambina al mondo ad essere stata sottoposta a questa tera-
pia). Nonostante ampie differenze nel disegno, che rendono
difficile un confronto testa a testa fra questi trial, tutti hanno
mostrato percentuali di risposta al trattamento simili e mol-
to promettenti, evidenziando le potenzialita delle CAR T-cells
per il trattamento di questa neoplasia ematologica.

Questi lavori iniziali hanno aperto la strada a studi mul-
ticentrici piu ampi, tra cui lo studio registrativo ELIANA
(NCT02435849) che ha portato all'approvazione di tisagen-
lecleucel per la leucemia linfoblastica acuta, e molti di essi
sono in corso e stanno tuttora arruolando pazienti. Questi
studi hanno dimostrato che il trattamento con una singola
infusione endovenosa di CAR T-cells anti-CD19 ha indotto co-
stantermente unaremissione completa nella stragrande mag-
gioranza dei pazienti, soggetti ad alto rischio e pesantemen-
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te pretrattati. In vari trial, nonostante differenze di struttura
del CAR utilizzato (sia nel dominio di riconoscimento sia nei
domini co-stimolatori) e differenze nel processo produttivo,
si sono osservati tassi di remissione elevati, del 70-90%, che
hanno evidenziato sia la fattibilita sia l'efficacia di questa te-
rapia rivoluzionaria.

Inoltre, questi studi hanno dimostrato che il trattarmento con
le CAR T-cells, pur essendo per ora limitato al setting della
malattia recidivata/refrattaria, € applicabile e puo portare a
risposte complete un'ampia gamma di pazienti, tra cui quel-
li che hanno avuto recidive multiple dopo essere stati trattati
con diversi regimi precedenti, compresi coloro che hanno re-
cidivato dopo il trapianto di cellule staminali; si sono ottenu-
te remissioni in anche in pazienti con malattia cromosoma
Philadelphia-positiva (Ph+), con leucemia linfoblastica acu-
ta primmariamente refrattaria e perfino con sindrome di Down,
tutte popolazioni storicamente difficili da trattare; inoltre, si
sono osservate risposte anche in pazienti ricaduti dopo essere
stati trattati in precedenza con una terapia anti-CD19, come
I'anticorpo bispecifico blinatumomab, e in pazienti con malat-
tia extramidollare.

Questioni aperte

Nonostante la portatarivoluzionaria deirisultati ottenuti fino-
ra con CAR T-cells autologhe dirette contro 'antigene CD19, vi
sono ancora molte questioni aperte e molte sfide da affronta-
re. Per esempio, resta ancora da stabilire quale sia il ruolo del
trapianto dopo un trattamento con CAR T-cells, occorre capire
corme mai non tutti i pazienti rispondono e, anche fra coloro
che rispondono, alcuni ricadono, nonché valutare se questa
terapia sia applicabile anche alla malattia con coinvolgimen-
to del sistema nervoso centrale (SNC). Inoltre, occorre lavora-
re molto per capire meglio le tossicita associate al trattamento
e migliorarne la gestione.
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Prof. Armando Santoro

CAR T-cells per la leucemia linfoblastica acuta,
a che punto siamo?

[©) GUARDA IL VIDEO

Anche se le CAR T-cells anti-CD19 come tisagenlecleucel hanno
portato a remissioni durature in molti pazienti, non si € ancora
in grado di predire quali pazienti probabilmente saranno curati
in via definitiva dal trattamento e quali no. Il fatto che alcuni pa-
zienti rispondano, ma poi ricadano, ha acceso il dibattito fra gli
esperti riguardo alla possibilita che questa forma di immunote-
rapia cellulare rappresenti un trattamento definitivo, da fare una
sola volta, o se debba essere considerato un trattamento di con-
solidarmento e un ponte verso il trapianto di cellule staminali.

E noto che la negativita della MRD prima del trapianto & un fat-
tore prognostico di primaria importanza per prevedere una mi-
gliore sopravvivenza libera da leucemia nei pazienti sottoposti
al trapianto di cellule staminali. Le CAR T-cells si sono dimo-
strate altamente efficaci nell'indurre remissioni con MRD ne-
gativa, ma la durata nel tempo dell'MRD-negativita e risultata
meno prevedibile. Pertanto, la remissione indotta dalle CAR
T-cells potrebbe offrire la finestra ideale per procedere al tra-
pianto, specialmente per i pazienti che non lo avevano gia fatto
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prima e refrattari alle terapie standard, offrendo loro le migliori
chanche di sopravvivere senza recidivare. Almeno un paio di
studi sulla popolazione pediatrica, uno condotto da ricercatori
del Pediatric Oncology Branch (POB]) dell'NCI e un altro dal Se-
attle Children’s Hospital, hanno fornito dati a supporto di questo
concetto, evidenziando nei pazienti responder ed MRD-negativi
sottoposti al trapianto dopo la terapia con le CAR T-cells un tas-
so di ricadute inferiore rispetto a quelli non sottoposti alla pro-
cedura. Nonostante la tendenza verso un miglioramento della
sopravvivenza libera da recidiva osservata nei pazienti pedia-
trici sottoposti al trapianto di staminali dopo un trattamento
riuscito con CAR T-cells anti-CD19, ad oggi il trapianto non € an-
cora raccomandato da tutti nella popolazione pediatrica. Inol-
tre, i pochi dati disponibili sulla popolazione adulta suggerisco-
no che in questo gruppo di pazienti il trapianto praticato dopo il
trattarmento con le CAR T-cells potrebbe non avere un vantaggio
di sopravvivenza comparabile a quello osservato nel bambino.
Servono quindi ulteriori studi, randomizzati e con un follow-up
di lunghezza adeguata, per dirirmere la questione della validita
del trapianto dopo le CAR T-cells e definire uno standard of care.

Riguardo all'applicabilita ai pazienti con malattia estesa al
SNC, l'esperienza ad oggi e molto scarsa, in quanto la presen-
za di una malattia con coinvolgimento del SNC sintomatica o
avanzata ha finora rappresentato un criterio di esclusione in
molti studi. In un numero limitato di pazienti, il trattamento
conle CAR T-cells si € dimostrato efficace nell'eradicare la leu-
cemia nel SNC, ma non si sa ancora quali saranno gli outcome
a lungo termine.

Come migliorare i risultati e prevenire le ricadute

Nonostante i promettenti risultati ottenuti e gli alti tassi di re-
missione osservati nei vari studi effettuati con CAR T-cells an-
ti-CD19, una quota non trascurabile di pazienti sottoposti a que-
sta terapia finisce per ricadere. Quello della recidiva, dunque,
rappresenta tuttora un problema significativo e sono allo studio
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diverse strategie per contrastarlo, mirate soprattutto ad aumen-
tare la persistenza delle CAR T-cells, a trovare nuovi antigeni
bersaglio oltre al CD19 e a sviluppare CAR T-cells bi-specifiche,
in grado di riconoscere due bersagli diversi simultaneamente.
Le ricadute possono essere CD19-positive (CD19+) o CD19-ne-
gative (CD19-); questi due tipi di recidiva hanno alla base mec-
canismi diversi e quindi presentano per i clinici e i ricercatori
sfide diverse. Si e visto che quella CD19+ si sviluppa raramente
durante la fase di persistenza delle CAR T-cells nell'organismo
del paziente e di aplasia delle cellule B che si osserva dopo l'in-
fusione. La persistenza delle CAR T-cells, in particolare, € uno
dei fattori chiave nel determinare gli outcome a lungo termine
diquesta terapia; come aumentarla rappresenta, pertanto, un'a-
rea di ricerca molto attiva per la prevenzione delle recidive.

Innanzitutto, la persistenza di queste cellule sembra essere
influenzata dalla struttura del CAR utilizzato, e in particolare
dal tipo di dominio co-stimolatorio; da questo punto di vista,
4-1BB sembra conferire alle cellule una permanenza superio-
re rispetto a CD28. Anche il regime scelto per la linfodeplezio-
ne alla quale devono essere sottopostii pazientinei giorni pre-
cedenti I'infusione sembra avere la sua importanza, e quello
basato sulla combinazione di fludarabina e ciclofosfamide si
e finora dimostrato superiore rispetto ad altri. Alcuni autori
hanno proposto di trattare i pazienti con piu di un'infusione di
CAR T-cells, ma i risultati ottenuti finora con quest’approccio
sono contrastanti, anche se sembrano essere piu favorevoli
quando si somministra una seconda infusione durante il pe-
riodo di aplasia delle cellule B.

Basarsi solo sul CD19 come antigene bersaglio ha favorito lo
sviluppo di recidive CD19-, rendendo sempre piu importante
la ricerca di target alternativi e di combinazioni di CAR T-cel-
ls. Sono in corso, infatti, diversi studi nei quali si stanno valu-
tando nuovi bersagli, tra cui il CD22. Nel novembre 2017, per
esempio, sono stati pubblicati su Nature Medicine i risultati di
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Che cos’e 1a leucemia linfoblastica acuta?
Laleucemia linfoblastica acuta € un tumore del sangue che
si origina dai precursori dei linfociti presenti nel midollo
osseo. Queste cellule vanno incontro a una trasformazione
che impedisce loro di completare il processo di maturazio-
ne fino alinfocita maturo e le spinge a moltiplicarsi in modo
incontrollato. La conseguenza e una produzione eccessiva
dilinfociti immaturi (linfoblasti) che impediscono una nor-
male produzione delle altre cellule del sangue da parte del
midollo osseo.

Esistono tre sottotipi principali di leucemia linfoblastica
acuta, a seconda del tipo dilinfocita che vaincontro alla tra-
sformazione neoplastica:

e acellule B, la pit comune (circa I'85% dei casi);

e acellule T (circa il 15% dei casi);

e acellule NK (molto piu rara).

Questa forma di leucemia si definisce acuta perché esor-
disce all'improvviso e progredisce rapidamente, ragion per
cui, una volta diagnosticata, richiede un trattamento imme-
diato.

Il quadro clinico

I segni e sintomi piu frequenti, specie in eta pediatrica, sono

legati a un iper-accumulo dei linfoblasti nel midollo osseo, che

ne riduce la funzionalita, e rappresentati principalmente da:

e anemia (dovuta alla carenza di globuli rossi) e quindi pal-
lore, debolezza, affaticabilita, tachicardia;

e lividi sulla cute o sanguinamenti a livello delle mucose,
per esempio alle gengive e, in alcuni casi, anche emorra-
gie gravi (dovuti alla carenza di piastrine);

e infezioni (dovute alla carenza di globuli bianchi sani, non
leucemici, che riduce le difese immunitarie).
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Le cellule leucemiche possono poi infiltrarsi anche nel si-

stema linfatico e in altri organi al di la del midollo osseo

causando, a seconda della parte colpita:

e ingrossamento deilinfonodi (presente in un terzo dei casi
in eta pediatrica);

e ingrossamento del fegato e/o della milza (presente nel
60% dei casiin eta pediatrica);

e dolori ossei e/o articolari (presenti circa in un terzo dei
pazienti pediatrici);

e cefalea, nausea e vomito, in caso di penetrazione dei lin-
foblasti nel sistema nervoso centrale.

Quanto e frequente?

Laleucemialinfoblastica acuta e considerata unaneoplasia
relativamente rara: rappresenta circa il 9,5% di tutte le leu-
cemie e in [talia si stima che colpisca ogni anno circa 750
persone. Tuttavia, il tumore € decisamente piu frequente in
eta pediatrica, nella quale rappresenta i tre quarti di tutte
le leucemie, con un'incidenza pari a circa 30 casi/anno/mi-
lione di soggetti nella fascia di eta 0-17 anni e un picco di
incidenza fra i 2 e i 5 anni. Di fatto, € I'unica forma di leuce-
mia pit comune nei bambini rispetto agli adulti ed anche
la forma pit comune di tumore pediatrico, rappresentando
circa il 25% delle diagnosi di cancro nella fascia di eta 0-14
anni. Inoltre, pitu della meta dei casi e diagnosticata in sog-
getti con meno di 29 anni.

Come si cura?

Il trattamento della leucemia linfoblastica acuta puo esse-
re considerato a buon diritto uno dei successi dell'oncolo-
gia moderna. In pochi decenni, infatti, la sopravvivenza e
aumentata notevolmente, arrivando a superare I'80-90% a 5
anni.I pazienti che nonrispondono alla terapia iniziale, tut-
tavia, hanno ancora poche opzioni a disposizione e costitu-
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iscono una popolazione per la quale vi € un bisogno clinico
non soddisfatto.

Anche se il trattamento puo differire a seconda del parti-

colare sottotipo di leucemia linfoblastica acuta, la terapia

iniziale (di prima linea) e rappresentata nella stragrande

maggioranza dei casi dalla chemioterapia, somministrata

secondo protocolli ben definiti e articolata in quattro fasi:

1. induzione della remissione (circa 2 mesi), con una scom-
parsa delle cellule leucemiche nel sangue e nel midollo
e una normalizzazione del numero dei linfoblasti e delle
altre cellule del sangue;

2.consolidamento della remissione (circa 4 mesi), con far-
maci diversi rispetto a quelli utilizzati per l'induzione e
un trattamento piu aggressivo (specie nei pazienti ad alto
rischio], al fine di eliminare I'eventuale malattia minima
residua ancora presente;

3.reinduzione (circa 3 mesi) con gli stessi farmaci o farma-
ci simili a quelli usati durante I'induzione;

4.mantenimento, volto a garantire un controllo a lungo tex-
mine della malattia e attuato con farmaci orali, fino a
completare un periodo di terapia complessiva di 2 anni.

I pazienti a maggior rischio di ricaduta della malattia nel si-
stema nervoso centrale possono essere sottoposti anche a
radioterapia craniale.

Solo in una piccola percentuale di casi, quelli noti per non
rispondere in modo ottimale alla terapia farmacologica e/o
a maggior rischio di ricaduta (circa il 5-8%) si utilizza gia in
prima linea il trapianto di cellule staminali emnopoietiche.

Dopo la terapia di prima linea, 1'80-90% dei pazienti adul-
ti raggiunge una remissione completa; di questi, tuttavia, il
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Figura. Striscio ottenuto da aspirato di midollo osseo di un paziente affetto da
leucemia linfoblastica acuta da precursori delle cellule B.
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40-45% finisce per andare incontro a una recidiva. In eta pe-
diatrica, con gli attuali protocolli terapeutici, il tasso di gua-
rigione € molto alto e si attesta intorno all'80-85%, mentre
il 15-20% dei casi va incontro a recidiva, che, nella maggior
parte dei casi (80%) si presenta durante la terapia o nei pri-
mi 2 anni successivi.

Nei pazienti che non rispondono (refrattari) oricadono dopo
la terapia iniziale, corme terapia di seconda linea si puo ri-
correre di nuovo alla chemioterapia e, spesso, anche al tra-

pianto di cellule staminali, che € un’opzione a volte risoluti-
va, manon sempre praticabile. In questi gruppi di pazienti si
possono utilizzare eventuali trattamenti innovativi e/o spe-
rimentali, tra cui spicca I'immmunoterapia con anticorpi mo-
noclonali, coniugati anticorpo-farmaco (come inotuzumab
ozogamicin), anticorpi bispecifici (come blinatumomab)
oppure, per la leucemia linfoblastica acuta a cellule B, con
le CAR T-cells. Resta da capire, tuttavia, come questi tratta-
menti vadano integrati con il trapianto di cellule staminali
e quale sia la sequenza ottimale con la quale utilizzarli.

uno studio difase 1, il primo sull'uomo, nel quale si sono utiliz-
zate CAR T-cells anti CD-22 in pazienti pediatrici e adulti con
leucemia linfoblastica acuta e linforma diffuso a grandi cellule
B, al primo trattamento con CAR T-cells oppure gia trattati con
CAR T-cells anti-CD19 e ricaduti, con recidiva CD19+ o CD19-
; nel pazienti valutabili (11 su 15), gli autori hanno riportato
una percentuale di remissione completa del 73%. Questo stu-
dio e stato anche il primo su pazienti con leucemia linfobla-
stica acuta trattati con CAR T-cells dirette contro un antigene
diverso da CD19 a mostrare risposte comparabili.

Un altro approccio possibile per ridurre il rischio di ricaduta
e rappresentato dallo sviluppo di CAR T-cells bi-specifiche (o
CAR T-cells tandem). Dato che in un certo numero di pazien-
ti la ricaduta e dovuta alla perdita dell'antigene bersaglio, si &
pensato che mettere a punto un CAR in grado di riconoscere e
legare due bersagli diversi contermnporaneamente possa aiuta-
re a superare quest’ostacolo. Attualmente sono in corso negli
Stati Uniti almeno tre studi di fase 1 nei quali si stanno testan-
do CAR T-cells bi-specifiche dirette sia contro I'antigene CD19
sia contro l'antigene CD22. Sono inoltre all'orizzonte, ancora in
fase di sviluppo preclinico, altre CAR T-cells bi-specifiche, per
esempio CAR T-cells antiCD19/CD20.
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Linfoma diffuso a grandi cellule B

Esistono attualmente due prodotti a base di CAR T-cells appro-
vatidall'Fda,dall’Ema e ora anche dall’Aifa peripazienti affetti
da linfoma diffuso a grandi cellule B (oltre che per altri tipi di
linfoma non-Hodgkin a cellule B molto meno frequenti): axi-
cel, sviluppato da Kite/Gilead, e tisagenlecleucel, sviluppato
da Novartis, aventi entrambi come bersaglio I'antigene CD189.

Il primoad essereregistrato e stato axi-cel,chenell’ottobre 2017
ha avuto l'ok dell'’Fda come trattamento per i pazienti adulti
con linfoma diffuso a grandi cellule B recidivante o refratta-
rio, trattati in precedenza con due o piu linee di terapia siste-
mica (oltre che per i pazienti adulti con linforna primitivo del
mediastino a grandi cellule B, linforna a cellule B di alto grado
o linfoma diffuso a grandi cellule B derivante da un linfoma
follicolare); in Europa, il prodotto é stato autorizzato dal’Ema
nell'agosto 2018 come trattamento per i pazienti con linfoma
diffuso a grandi cellule B o linforna primitivo del mediastino a
grandi cellule B, refrattario o recidivante dopo due o piu linee
di terapia sistemica, e nel novembre 2019 ha ricevuto anche il
via libera dell’Aifa per queste stesse indicazioni.

Tisagenlecleucel ha avuto il via libera dell'Fda come trattamen-
to peripazienti con linforna diffuso a grandi cellule B, linfoma a
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cellule Bdialtogradoolinforna diffusoa grandicellule Bderivan-
te da un linfoma follicolare, refrattario o recidivante dopo due o
piu linee di terapia sistemica, nel maggio 2018; 3 mesi dopo (in
concomitanza con l'approvazione di axi-cel) il prodotto é stato
autorizzato anche dall'Ema per il trattamento dei pazienti adul-
ti con linfoma diffuso a grandi cellule B recidivato o refrattario
dopo due o piu linee di terapia sistemica e nell'agosto 2019 ha
avuto anche il via libera dell'Aifa per queste stesse indicazioni.

Un terzo prodotto, liso-cel, sviluppato da Juno/Celgene e diretto
anch’esso contro I'antigene CD19, e in fase avanzata di svilupypo.

Risultati e scenari di applicazione

Le approvazioni concesse dalle agenzie regolatorie a tisagenle-
cleucel e ad axi-cel si devono ai risultati di due studi multicen-
trici a braccio singolo, rispettivamente lo studio di fase 2 JULIET
(NCT02445248, su pazienti con linfoma diffuso a grandi cellule
B e linfoma follicolare trasformato) e lo studio di fase 1/2 ZUMA-1
(NCT02348216, su pazienti conlinfoma diffusoagrandicellule B,
linfoma follicolare trasformato e linforna primitivo del mediasti-
no a cellule B). Liso-cel e al vaglio degli sperimentatori nello stu-
dio registrativo di fase 1 TRANSCEND-NHL-001 (NCT02631044,
su pazienti con linforma non-Hodgkin aggressivo a cellule B).

Tutti e tre questi studi hanno dato finora risultati estremamen-
te promettenti, specialmente nei pazienti con linfoma diffuso a
grandicellule B, e suggerisconocomelaterapiaconle CART-cells
anti-CD19 potrebbe essere realmente un ‘game changer’, in grado
di sconfiggere il linfoma non-Hodgkin chemiorefrattario. A cau-
sa delle notevoli differenze tra di essiin termini di disegno, crite-
ri di arruolamento dei pazienti, struttura del CAR, sistemi utiliz-
zati per il grading delle tossicita, durata del follow-up ecc., non
e possibile fare confronti diretti fra i dati emersi da questi trial.
Tuttavia, nel complesso, si sono osservate remissioni complete
e durature nel 30-40% dei pazienti. Anche se la sopravvivenza
libera da progressione (PFS) mediana non e risultata sufficien-
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Prof. Carmelo Carlo-Stella

Terapie con cellule CAR T nei linfomi: a che punto siamo?*

[©) GUARDA IL VIDEO

*L'intervista é stata realizzata poco prima dell'approvazione di axi-cel, autorizzato in Italia
dall’Aifa nel novembre 20189.

temente alta, le curve di sopravvivenza stanno mostrando un
plateau e si e visto che i pazienti arrivati al traguardo dei 6 mesi
senza recidiva difficilmente ricadono in seguito, a suggerire che
esiste un gruppo di pazienti che probabilmente puo essere gua-
rito definitivamente dal trattarmnento con le CAR T-cells.

E importante sottolineare, comungue, che sebbene siano per
ora indicate per il setting della malattia refrattaria o ricaduta
dopo almeno due linee di terapia, anche in questo ambito le
CAR T-cells non sono adatte a tutti. Una corretta selezione dei
pazienti e fondamentale per massimizzare le chance di suc-
cesso della terapia e deve tener conto di vari fattori, tra cui lo
stato della malattia e le condizioni di partenza del soggetto. In
presenza, di un linfoma molto esteso o in rapida progressione,
per esempio, il trattamento non e fattibile; inoltre, il pazien-
te deve essere in condizioni sufficientemente buone (perfor-
mance status ECOG paria 0 0 1), non presentare comborbidita
importanti né una storia di patologie cerebrali.
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Tenendo conto di queste condizioni, ci
sono attualmente almeno tre scenari
nei quali i pazienti con linfoma diffuso a
grandi cellule B (o altri linfomi non-Ho-
dgkin a cellule B aggressivi) possono es-
sere trattati con le CAR T-cells (figura
1). Il primo € rappresentato dai pazienti
gia sottoposti senza successo ad almeno
due linee di terapia sistemica, cioe quel-

li che ricadono o non rispondono dopo CAR T-cells <———

la prima terapia di salvataggio. Il secon- T
do, che resta ancora molto controverso, |
riguarda i pazienti che rispondono solo
parzialmente alla prima terapia di salva-
taggio (attualmente circa il 25% fra quelli
trattati con due linee di terapia e sotto-
posti a una terapia di salvataggio a base
di platino). Infine, il trattamento con le
CAR T-cells puo essere preso in conside-

R/R
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I
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RR CR
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| |
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l v v VY
|<— SALVATAGGIO 2 CAR T-cells ASCT
\—{ CR }J
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|
| |
CART-cells CAR T-cells REGIME STANDARD

razione per i pazienti recidivati dopo il
trapianto autologo di cellule staminali,
in particolare quelli che ricadono entro
un anno dalla procedura, nei quali la pro-
gnosi e tipicamente infausta, mentre in quelli che ricadono in
seguito il ruolo di questa terapia € meno chiaro.

Servono, comungue, ulteriori studi prospettici per chiarire me-
glio il ruolo delle CAR T-cells anti-CD19 nei vari scenari clinici,
oltre che studi randomizzati di fase 3 per definire il protocollo ot-
timale per questa terapia; inoltre, sono gia in corso trial che ne
stanno valutando l'impiego in setting terapeutici piu precoci di
quelli attuali. Attualmente, Novartis e Celgene stanno condu-
cendo ampi studi di fase 3 (rispettivamente lo studio BELINDA,
NCTO03570892, e lo studio TRANSFORM, NCT03575351) su pa-
zienti con linforna diffuso a grandi cellule B recidivati o refrattari
idonei al trapianto, nei quali si sta confrontando la terapia con
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Figura 1. Algoritmo proposto per l'immpiego delle CAR T-cells anti-CD19 in pazienti con linfoma diffuso a grandi
cellule B nella pratica clinica . DLBCL: linfoma diffuso a grandi cellule B; R/R: ricaduto/refrattario; CR: risposta
completa; ASCT: trapianto autologo di cellule staminali.

CAR T-cells con la terapia di salvataggio standard, seguita dal tra-
pianto autologo di cellule staminali; i risultati di questi trial su
larga scala potrebbero cambiare in futuro l'attuale pratica clinica.

Problemi da risolvere e nuove strategie

Le CAR T-cells anti-CD19 hanno dimostrato un'efficacia so-
stanziale nei pazienti con linfoma diffuso a grandi cellule B
chemiorefrattario. Tuttavia, ci sono ancora diversi aspetti
controversi e problemi che richiedono una soluzione, fra cui
una gestione ottimale delle tossicita, come trattare i pazienti
che non rispondono al trattamento con queste cellule oppure
ricadono dopo una risposta iniziale e come migliorare la piat-
taforma di produzione delle CAR T-cells.
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Che cos’e il linfoma diffuso a grandi cellule B?
Il linfoma diffuso a grandi cellule B e il sottotipo piu fre-
quente di linfoma non-Hodgkin, di cui rappresenta circa il
30-40% dei casi. La malattia e causata da una mutazione dei
linfociti B, che iniziano a proliferare in modo incontrollato
a livello degli organi linfatici (linfonodi, midollo osseo, mil-
za, fegato) e/o di sedi extralinfonodali, sostituendo i globuli
bianchi sani e, di conseguenza, indebolendo le difese im-
munitarie dell'organismo.

Non si tratta in realta di un unico tumore, ma di un gruppo
di linfomi caratterizzati da una notevole eterogeneita, clini-
ca, biologica e molecolare, nel quale sono state individua-
te a oggi fino a 16 entita clinico-patologiche distinte. Una di
queste e rappresentata dal linfoma diffuso a grandi cellule
B primitivo del mediastino, un sottotipo che colpisce per
lo piu giovani adulti (principalmente donne frai 30 e i 40
annij.

In ogni caso, il linfoma diffuso a grandi cellule B rappresen-
ta una neoplasia aggressiva e difficile da trattare.

Il quadro clinico

Spesso il decorso della malattia, almeno nelle fasi iniziali,
e asintomatico, ma si possono riscontrare cormunermente
anche sintomi aspecifici quali malessere generale e ridotta
tolleranza allo sforzo.

I1 30% circa dei pazienti puo presentare i cosiddetti “sinto-
mi B”: perdita di peso inspiegata (oltre il 10% negli ultimi 6
mesi); sudorazioni notturne ricorrenti; febbre superiore a
38 °C (per 2 settimane in assenza di infezioni).

In genere, la malattia si presenta all'esordio con un ingros-
samento linfonodale esteso (a livello di collo, ascelle, ingui-
nej, sintomi sistemici e, nel 40% dei casi, l'interessamento
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anche di altri organi oltre ai linfonodi. La sede extra-nodale
piu frequentemente coinvolta al momento della diagnosi
e rappresentata dal sistema gastrointestinale, ma possono
essere interessati quasi tutti gli organi e sistemi, compreso
il sisterma nervoso centrale.

Il linfoma diffuso a grandi cellule B primitivo del mediasti-
no si manifesta solitamente come una massa mediastinica
voluminosa, spesso associata a versamento pleurico o effu-
sione pericardica e sindrome della vena cava superiore.

Quanto e frequente?
Il linfoma diffuso a grandi cellule B rappresenta il linforna
piu frequente nei Paesi occidentali.

I dati epidemiologici su scala globale sono limitati. In Italia,
seocndo i dati del registro nazionale tumori, si contano cir-
ca 900 nuovi casi /anno.

Questa neoplasia ematologica puo manifestarsi a qualun-
gue eta, ma colpisce soprattutto la popolazione adulta e la
sua incidenza aumenta nel tempo; infatti, al momento della
diagnosi oltre il 50% dei pazienti ha pitu di 60 anni e I'eta me-
diana di insorgenza e intorno ai 65 anni.

Come si cura?
Datal'aggressivita del tumore, una volta fatta la diagnosi oc-
corre impostare rapidamente un piano terapeutico.

Laterapiadiprimalinea standard dellinfoma diffuso a gran-
dicellule B e tipicamente costituita dal regime di chemioim-
munoterapia R-CHOP, costituito dall'aggiunta dell'anticorpo
monoclonale anti-CD20 rituximab alla chemioterapia con
ciclofosfamide, doxorubicina, vincristina piu prednisone.
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Grazie a questo regime, circa il 70% dei pazienti ottiene una
remissione completa al termine del trattamento e circa il
50-60% la guarigione dalla malattia; queste percentuali va-
riano ovviamente a seconda dell’estensione della malattia
al momento della diagnosi e della presenza o meno di fattori
prognostici sfavorevoli. Invece, circa il 30-40% dei pazienti
non risponde al trattamento o finisce per andare incontro a
una recidiva, percentuale che sale ulteriormente in alcuni
sottogruppi.

Nei pazienti refrattari o recidivati occorre, pertanto, impo-
stare una terapia di seconda linea, che nei soggetti suffi-
cientemente giovani (con meno di 60-70 anni) prevede una
chemioterapia di salvataggio seguita da una chemioterapia
ad alte dosi e dal trapianto di cellule staminali autologhe,
una strada, quest'ultima, non sempre percorribile. Piu del
60% dei pazienti, infatti, risulta non candidabile al trapian-
to; tuttavia, anche in coloro che possono sottoporvisi, spes-
so la malattia recidiva nuovamente.

In entrambi i casi, le opzioni di trattamento a disposizione
dei pazienti sono limitate e le percentuali di sopravvivenza
piuttosto basse; tuttavia, per questi pazienti, una nuova pro-
spettiva e offerta dall'impiego dei nuovi approcci di immu-
noterapia, tra cui gli inibitori del checkpoint immunitario
PD-1/PD-L1 (come pembrolizumab, nivolumab e atezolizu-
mab]) e le CAR T-cells anti-CD19 axi-cel e tisagenlecleucel,
che sembrano avere il potenziale per cambiare il decorso
della malattia in alcuni pazienti.

INTRODUZIONE LE CAR T-CELLS APPLICAZIONI CLINICHE ~CAR T-CELLS ‘INDUSTRIALI’

f l
F‘*rn.j; h.,

%

i

Figura.

RICERCA ITALIANA



Per quanto riguarda il problema della resistenza, sono sta-
ti proposti due possibili meccanismi: la perdita dell'antige-
ne bersaglio, CD19, e l'espressione di checkpoint immunitari.
Per esempio, un’analisi preliminare delle biopsie di pazienti
in progressione nello studio ZUMA-1 ha rivelato che il 33% era
CD19-negativo e il 62% era PD-L1-positivo. Percio, una delle
strategie in studio per superare quest’ostacolo prevede una te-
rapia basata sulla combinazione di CAR T-cells anti-CD19 piu
uninibitore dei checkpointimmunitari. La University of Penn-
sylvania, per esempio, sta conducendo uno studio di fase 1/2
(NCT02650999) per valutare la fattibilita e l'efficacia dell’an-
ti-PD-1 pembrolizumab in pazienti con linfoma non-Hodgkin a
cellule B che non hanno risposto o sono ricaduti dopo il tratta-
mento contisagenlecleucel. Kite e Celgene, invece, stanno con-
ducendo lo studio di fase 1/2 ZUMA-6 (NCT02926833), su pa-
zienti con linfoma diffuso a grandi cellule B refrattario trattati
con una versione migliorata di axi-cel, KTE-X19, e poi con l'an-
ti-PD-L1 atezolizumab; i risultati presentati al congresso ASH
nel 2018 hanno evidenziato nei 10 pazienti valutabili un tasso
di risposta complessiva (ORR) del 90% e un tasso di risposta
completa del 60%, ma l'aggiunta dell'inibitore dei checkpoint
ha aumentato la tossicita del trattamento, un aspetto, questo,
che dovra essere valutato con attenzione nei prossimi trial.

Per superare il problema delle recidive CD19-negative, si stan-
no valutando in alcuni studi antigeni target alternativi, tra cui
il CD22. Tuttavia, per quanto CD22 sembri un bersaglio attra-
ente, un CAR diretto contro un antigene solo potrebbe indurre
nella cellula tumorale lo sviluppo di una resistenza sotto forma
di una fuga dell'antigene. Per ridurre questo rischio si stanno
quindi studiando terapie con CAR T-cell in grado di colpire un
doppio bersaglio, obiettivo raggiungibile con tre strategie diver-
se; le prime due - utilizzare due tipi diversi di CAR T-cells oppu-
re trasdurre due CAR diversi nella stessa cellula T - finora non
hanno dato i risultati sperati e, richiedendo entrambe due CAR
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differenti, comportano un aumento di costi, tempo e impegno
necessari; la terza strategia, invece, basata sulla produzione di
un CAR bi-specifico, contenente in un unico costrutto due di-
versidominidiriconoscimento dell'antigene, sembra essere piu
promettente e praticabile. Negli Stati Uniti, per esempio, € gia in
corso uno studio di fase 1 (NCT03448393] su pazienti con neo-
plasie a cellule B recidivate/refrattarie trattati con CAR T-cells
contenenti un CAR bi-specifico anti-CD19/CD22 con struttura
ad anello (CAR bicistronico).

Un fattore che puo limitare l'efficacia della terapia con CAR
T-cells € anche l'insufficiente persistenza delle cellule ingegne-
rizzate nell'organismo del paziente. Una possibile soluzione per
questo problema e rappresentata dall'impiego di CAR di nuova
generazione, contenenti piu di un dominio co-stimolatorio. Un
gruppo del Memorial Sloan Kettering Cancer Center sta condu-
cendo uno studio di fase 1/2, il primo sull'uomo, su pazienti con
neoplasie a cellule B trattati con CAR T-cells provviste di un CAR
che contiene sia il dominio co-simolatorio CD28 sia il ligando
del dominio 4-1BB (4-1BBL) sulla sua superficie; su 9 pazienti
con linfoma diffuso a grandi cellule B trattati, sette hanno ot-
tenuto una risposta completa e uno una risposta parziale, ma
questi risultati andranno naturalmente confermati in un nu-
mero piu ampio di pazienti.

Migliorare la piattaforma di produzione delle CAR T-cells e an-
che una questione importante per consentire ai pazienti di ac-
cedere piu facilmente a questa terapia. Nello studio JULIET,
per esempio, solo il 70% dei pazienti arruolati e stato effettiva-
mente sottoposto al trattamento, in parte a causa del tempo
‘da vena a vena' relativamente lungo. Produrre le CAR T-cells
rapidamente, dunque, € fondamentale per permettere ai pa-
zienti di arrivare all'infusione. Su questo fronte, si stanno fa-
cendo notevoli passi avanti automatizzando sempre di piu le
varie fasi dell'iter produttivo.
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Mieloma multiplo

Al momento non vi sono ancora prodotti a base di CAR T-cells
approvati dall'Fda e dall'Ema per il trattamento del mieloma
multiplo. Tuttavia, questa neoplasia rappresenta uno dei cam-
pi di applicazione piu promettenti delle CAR T-cells in ema-
tologia e sono attualmente in corso numerosi studi, molti dei
quali condotti da gruppi cinesi, che sono all'avanguardia in
guesto campo.

Tra il 2013 e il 2018 sono stati approvati ben cinque nuovi far-
maci per il mieloma multiplo; pertanto fino a poco tempo fa
sembrava difficile poter assistere a ulteriori progressi signifi-
cativi in questo campo. I dati degli studi sull'impiego di CAR
T-cells in pazienti con questa patologia presentati agli ultimi
congressi, invece, hanno aperto un nuovo scenario, mostrando
percentuali di risposta comprese fra il 70 e il 100% a seconda
della dose di CAR T-cells somministrata e deiregimi precedenti
gia effettuati, nel setting della malattia recidivata o refrattaria.

Un nuovo antigene bersaglio: BCMA

CD19, l'antigene bersaglio delle CAR T-cells finora approvate
per la leucemia linfoblastica acuta e il linfoma diffuso a gran-
di cellule B, ha dimostrato di non essere un target idoneo per
il mieloma multiplo. I ricercatori hanno identificato, invece,
come bersaglio ideale per un CAR diretto contro le cellule mie-
lomatose I'antigene di maturazione delle cellule B (BCMA).

BCMA e una proteina transmembrana appartenente alla super-
famiglia del recettore TNE, espressa sulle cellule B della memo-
ria mature, destinate a diventare plasmacellule, e su tutte le
plasmacellule, normali e maligne. Quest’antigene € fondamen-
tale per la sopravvivenza a lungo termine delle plasmacellule
e —fattoimportante - non € espresso su altre cellule B della me-
moria o su cellule progenitrici ematopoietiche CD34+, il che lo
rende un bersaglio ideale per la distruzione mediata da cellule
T, né sui tessuti non emopoietici essenziali normali.
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Le prime evidenze sulle potenzialita di CAR T-cells dirette
contro il BCMA si sono avute nel 2016, quando il gruppo di Ja-
mes Kochenderfer, del National Cancer Instiute, ha pubblicato
sulla rivista Blood i risultati molto incoraggianti di uno studio
monocentrico di fase 1 di dose-escalation, il primo sull'uomo,
su 12 pazienti con mieloma multiplo recidivante/refratta-
rio, trattati con CAR T-cells anti-BCMA. Nel 2017, al congresso
dell’ASH, anche un gruppo di ricercatori della University of
Pennsylvania (tra cui Carl June) ha presentato dati interes-
santi su questo approccio, mostrando che nella coorte trattata
con la dose piu attiva, quattro pazienti su sei hanno ottenuto
almeno una risposta parziale.

I prodotti in fase piu avanzata di sviluppo: ide-cel e LCAR-
B38M/JNJ-4528

I prodotti a base di CAR T-cells anti-BCMA attualmente in fase
piu avanzata di sviluppo sono due: ide-cel (bb2121, sviluppato
da Bluebird Bio e Celgene) e LCAR-B38M/JNJ-4528 (sviluppa-
to in collaborazione dalla cinese Legend Biotech e da Janssen).
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Ide-cel e un prodotto a base di CAR T-cells autologhe anti-BCMA,
attualmente sviluppato per i pazienti con mieloma multiplo
ricaduto o refrattario. I risultati piu maturi attualmente dispo-
nibili su questa terapia sono quelli dello studio di fase 1 CRB-
401 (NCT02658929), presentati nel giugno 2018 al congresso
dell’ASCO e pubblicati nel maggio 2019 sul New England Jour-
nal of Medicine. Nei primi 33 pazienti trattati, 'ORR e risultato
dell’85%, con un 45% di risposte complete e un 27% di risposte
parziali molto buone; nei pazienti trattati con una dose attiva di
ide-cel 'ORR e risultato del 95,5%, con un 50% di risposte com-
plete un 36,4% di risposte parziali molto buone. La PFS é risul-
tata di 11,8 mesi; tutti i pazienti responder valutabili sono risul-
tati MRD-negativi e in questo gruppo la PFS mediana é risultata
di 17,7 mesi. La CRS ha avuto un’incidenza del 63% (solo nel 5%
dei casi di grado 3 o superiore e comunque risultata gestibile),
mentre la neurotossicita di grado = 3 un'incidenza del 2%.

Proprio sulla base sulla base dei risultati della parte di dose
escalation dello studio CRB-401, ide-cel haricevuto nel 2017 la
designazione di terapia fortemente innovativa (breakthrough
therapy) dall'Fda e il pronunciamento dell'agenzia in merito
alla sua approvazione e atteso per la seconda meta del 2020.
Inoltre, sono gia in corso gli studi di fase 2 (KarMMa e KarMMa
2) e fase 3 (KarMMa 3).

LCAR-B38M/JNJ-4528 e un prodotto a base di CAR T-cells au-
tologhe anti-BCMA, caratterizzate dalla presenza di un CAR
bi-specifico, la cui porzione extracellulare contiene, cioe, due
domini di riconoscimento diretti contro altrettanti epitopi
specifici del BCMA, proprieta che gli conferisce un’alta affinita
di legame con l'antigene bersaglio. I dati piu maturi disponibi-
li sono quelli dello studio multicentrico di fase 1/2 LEGEND-2
(NCT03090659), il primo sull'uomo, condotto in Cina. Al con-
gresso ASH 2018 sono stati presentatiidatirelativia 57 pazien-
ti trattati presso un singolo centro e seguiti per una mediana
di 12 mesi. UORR e risultato dell’'88%, mentre la PFS mediana e
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risultata di 15 mesi in tutti i pazienti e 24 mesi nel gruppo che
ha raggiunto 'MRD-negativita. La CRS ha avuto un'incidenza
del 90% (nel 7% dei casi di grado 3) e un solo paziente ha svi-
luppato neurotossicita, di grado 1.

Legend e Janssen hanno gia depositato la domanda di appro-
vazione di LCAR-B38M/JUNJ-4528 sia all'Fda sia al'lEma e il 3
aprile 2019 l'agenzia europea ha concesso al prodotto la desi-
gnazione PRIME (PRIority MEdicines), che garantisce un iter
regolatorio accelerato. Nel frattempo sono in corso anche lo
studio multicentrico fase 1b/2 CARTITUDE-1 (NCT03548207)
e lostudio confermativo di fase 2 CARTIFAN-1(NCT03758417).

Nuove strategie per migliorare i risultati

Numerosi gruppi sono al lavoro per trovare nuovi approcci che
permettano di migliorare ulteriormente i risultati finora otte-
nuti, gia molto incoraggianti. Alcuni si stanno concentrando
sulla possibilita di colpire sia la plasmacellula patologica sia
la possibile cellula “progenitrice” del mieloma, che potrebbe
avere proprieta piu simili a quelle delle cellule B.

Ricercatori della University of Pennsylvania e della Soochow
University di Jiangsu, in Cina, stanno valutando di colpire con
le CAR T-cells sial'antigene CD19 sia il BCMA, dopo aver sottopo-
sto i pazienti al trapianto autologo di cellule staminali. I1 grup-
po cinese, per esempio, ha presentato al congresso ASH 2018 i
risultati dello studio SZ-CART-MM 02 (NCT03455972) su 10 pa-
zienti con mieloma ad alto rischio, non refrattari al trattamen-
to, sottoposti a chemioterapia ad alte dosi e al trapianto, seguito
dall'infusione di CAR T-cells anti-CD19 e, un giorno doypo, di CAR
T-cells anti-BCMA. Al momento dell'ultima valutazione (oltre i
90giorni), i1 100% dei pazienti aveva raggiunto una risposta par-
ziale molto buona o migliore, che nel 50% dei casi era una rispo-
sta completa stringente e il 60% dei pazienti era MRD-negativo,
il tutto a fronte di una tossicita lieve e reversibile. In questi pa-
zienti con mieloma ad alto rischio, il picco dell'amplificazione

RICERCA ITALIANA




Che cos’e il mieloma multiplo?

Il mielomma multiplo € una neoplasia ematologica caratte-
rizzata da una replicazione incontrollata delle plasmacel-
lule, che, di conseguenza, si accumulano nel midollo osseo.
Inoltre, le plasmacellule mielomatose tendono a produrre
anticorpi non funzionanti e tutti uguali tra di loro, spesso
in grande quantita, noti come componente monoclonale
(componente M), che possono essere ritrovati nel sangue
e/o nelle urine dei pazienti.

Il quadro clinico

La proliferazione massiccia delle plasmacellule determi-
na una riduzione della normale funzione immunitaria e,
quindi, una riduzione dei livelli di immunoglobuline e un
aumento del rischio di infezioni, nonché un’insufficienza
midollare con conseguente anemia e/o riduzione dei globuli
bianchi o delle piastrine. Il mieloma multiplo e inoltre ca-
ratterizzato da lesioni ossee, causate da uno squilibrio tra
produzione dell'osso ad opera degli osteoblasti e riassorbi-
mento osseo mediato dagli osteoclasti; le conseguenze sono
dolore osseo, che € il sintomo pit comune e della malattia,
possibili fratture ossee spontanee e ipercalcemia (legata
allinvasione dell'osso da parte delle cellule neoplastiche),
che a sua volta puo essere responsabile di sintomi neuro-
logici. Inoltre, fino al 50% dei pazienti puo sviluppare insuf-
ficienza renale (presente nel 20% dei casi gia al momento
della diagnosi).

Quanto e frequente?

Il mieloma multiplo € al secondo posto fra le neoplasie ema-
tologiche piu frequenti dopo il linforna non-Hodgkin e colpi-
sce soprattutto gli anziani, con un’eta media alla diagnosi
di circa 70 anni (solo il 2% circa dei pazienti ha meno di 40
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anni); inoltre, € leggermente piu diffuso nel sesso maschile.
L'incidenza stimata e di circa 39.000 nuovi casi ogni anno
in Europa, di cui circa 5800 in [talia (3100 tra gli uomini e
2700 tra le donne; dati 2017).

Come si cura?

Negli ultimi anni, la disponibilita di nuovi farmaci piu effica-
ci e piu sicuri ha portato a un miglioramento dell'aspettativa
di vita dei pazienti affetti da mieloma multiplo. Grazie alle te-
rapie innovative, infatti, il tasso di sopravvivenza dai primi
anni del 2000 a oggi e praticamente raddoppiato. Tuttavia,
nella maggior parte dei casi le terapie attuali non permetto-
no ancora di ottenere una guarigione definitiva, perche quasi
tuttiipazienti finiscono per avere unaricaduta e gli outcome
peggiori si osservano nei soggetti con un profilo citogenetico
associato a un alto rischio di progressione oppure con rmalat-
tia refrattaria al trattamento. Al momento attuale, I'obiettivo
del trattamento & quello di ottenere un controllo piu duraturo
possibile della malattia e migliorare la qualita di vita del pa-
ziente. C'e bisogno, quindi, di trovare nuove terapie che pro-
lunghino ulteriormente la durata della remissione e, possi-
bilmente, siano curative. Le CAR T-cells hanno le potenzialita
per rispondere a questi requisiti.

Oggi, la terapia del mieloma multiplo si basa principalmente
sull'utilizzo della chemioterapia convenzionale, degli steroi-
di, del trapianto di cellule staminali ematopoietiche e di far-
maci innovativi come gli immunomodulatori (lenalidomide,
pormalidomide), gliinibitori del proteasoma (bortezomib, car-
filzomib, ixazomib), anticorpi monoclonali (daratumumab,
elotuzumab). Il tipo di trattamento viene scelto sulla base di
diversi fattori tra cui l'eta del paziente, lo stadio e le caratteri-
stiche della malattia, la presenza o meno di comorbilita.
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Nei pazienti che al momento della diagnosi presentano la
malattia in stadio iniziale si adotta in genere un approccio at-
tendista, senza somministrare alcuna terapia. In caso di sta-
dio piu avanzato, la strategia terapeutica differisce a seconda
che il paziente sia candidabile o meno al trapianto di cellu-
le staminali, per lo piu autologo. Possono essere sottoposti a
questa procedura e a un trattamento piu aggressivo i soggetti
con meno di 65 anni o, se privi di comorbilita, anche 70 anni.

Nei soggetti candidabili al trapianto, il trattamento inizia
con la terapia di induzione, finalizzata a ridurre la massa
tumorale e alleviare i sintomi, e basata su una combina-
zione di farmaci, comprendente in genere uno steroide ed
eventualmente farmaci chemioterapici. 'induzione solita-
mente non richiede il ricovero ed € ben tollerata; una volta
terminata, in assenza di controindicazioni, si puo procede-
re con il trapianto, preceduto da una terapia mieloablativa
per eliminare i blasti e preparare al trapianto.

Nei casi in cui il trapianto non e praticabile, la terapia di
prima linea consiste nell'utilizzo di farmaci chemioterapici
€ non, spesso in combinazione, al fine di ridurre il piu pos-
sibile e per il maggior tempo possibile il carico di malattia,
mantenendo un’adeguata qualita di vita.

Sia i pazienti trapiantati sia quelli non trapiantati vengono
per lo piu sottoposti comunque a una terapia di manteni-
mento con farmaci immunomodulatori, allo scopo di man-
tenere sotto controllo la malattia il piu a lungo possibile.

I miglioramenti della sopravvivenza nei pazienti con mie-
loma sono stati ottenuti anche grazie al notevole migliora-
mento avvenuto negli ultimi anni delle terapie disponibili
per la recidiva di malattia. Dagli anni 2000 a oggi sono stati
approvati molti farmaci di nuova generazione (immunomo-
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Figura.

dulatori, inibitori del proteasoma e anticorpi monoclonali)
efficaci e ben tollerati, che siutilizzano per lo piu in associa-
zione, fino alla progressione della malattia o alla comparsa
di un’eventuale intolleranza da parte del paziente, allo sco-
po di ottenere una remissione della malattia piu duratura
possibile, a fronte di limitati effetti collaterali.

Nonostante tali progressi, la recidiva rappresenta purtrop-
po un evento ineluttabile nella maggior parte dei casi, il che
rende necessaria una continua ricerca di nuovi approcci te-
rapeutici; tra questi figurano, appunto, le CAR T-cells, che si
stanno dimostrando estrernamente promettenti nel setting
della malattia recidivata/refrattaria.
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delle CAR T-cells si e raggiunto piu a tardi, ma si € mantenuto
piu a lungo rispetto ai pazienti recidivati o refrattari.

Altri ricercatori stanno lavorando sulla possibilita di aumen-
tare la persistenza delle cellule T o la percentuale di cellule
T della memoria. Per esempio, al congresso ASH 2018 sono
stati presentati dati interessanti su bb21217, una nuova ver-
sione di bb2121 (ide-cel) ‘migliorata’ in modo da aumentare la
persistenza cellulare. Quest’obiettivo € raggiunto modifican-
do il processo produttivo in modo da aggiungere un inibitore
dell'enzima PIK3, al fine di ottenere un arricchimento di cellu-
le T con un fenotipo memory-like. Al congresso ASH sono stati
presentatiidati dello studio difase 1 CRB-402 (NCT03274219)
su 12 pazientl, tutti altamente pretrattati e piu della meta (il
58%) con citogenetica ad alto rischio. Con il primo livello di
dose testato, I'ORR e risultato dell’'83,3%; il 67% dei pazienti ha
sviluppato una CRS, ma solo di grado 1 0 2 in tuttii casi tranne
uno, e il 25% ha manifestato neurotossicita.

Anche le CAR T-cells JCARH125 (sviluppate da Juno e Celge-
ne) sono strutturate e preparate in modo tale che il prodotto fi-
nale sia arricchito di cellule T con un fenotipo memory-like. Al
congresso ASH 2018 sono stati presentati risultati dello studio
di fase 1/2 EVOLVE (NCT03430011) su 44 pazienti con malat-
tia altamente refrattaria. L'ORR e risultato dell’'82% con un 27%
dirisposte complete e un 48% dirisposte parziali molto buone;
la CRS ha avuto un’incidenza dell’'80% (nel 9% dei casi di grado
3 0 superiore) e la neurotossicita un'incidenza del 18% (nel 7%
dei casi di grado 3 o superiore).

Un prodotto arricchito di cellule T staminali della mexmoria e
anche P-BCMA-101 (sviluppato da Poseida Therapeutics), pre-
parato utilizzando per la trasduzione delle cellule un sistema
brevettato, il PiggyBac® basato sull'impiego di trasposoni. Al
congresso ASH 2018 sono stati presentati i primi risultati di
uno studio di dose-finding di fase 1 su 21 pazienti ricaduti/re-

INTRODUZIONE LE CAR T-CELLS

APPLICAZIONI CLINICHE CAR T-CELLS ‘INDUSTRIALI’

frattari gia sottoposti ad almeno tre linee di trattamento. Con
la dose piu alta, iricercatori hanno osservato un ORR del 100%;
nell'intero grupypo trattato solo il 9,5% dei pazienti ha sviluppa-
to una CRS, in ogni caso di grado lieve.

Altri sforzi sono diretti nella direzione di arrivare a prodotti
meno costosi e piu facili da produrre. In quest’alveo si inse-
risce, per esempio, ALLO-715, un trattamento sviluppato da
Cellectis e Allogene a base di CAR T-cells anti-BCMA allogeni-
che, ottenute, ciog, non dal paziente, ma da un donatore sano,
e preparate con la tecnologia di editing genetico TALEN®, bre-
vettata da Cellectis, che permette di inattivare i geni CD52 e
TRAC. Questa modifica consente di ridurre il rischio di GvHD e
di resistenza all'anticorpo anti-CD52 alemtuzumab utilizzato
come agente linfodepletante. AII'ASH 2018 sono stati presen-
tati diversi dati preclinici, ma il prodotto non ha ancora inizia-
to la sperimentazione clinica.

Leucemia linfatica cronica

Cosi come per il mieloma multiplo, anche per la leucemia lin-
fatica cronica non sono disponibili, al momento, prodotti a
base di CAR T-cells approvati dalle agenzie regolatorie. Tutta-
via, sono in corso molti studi che prevedono l'immpiego di CAR
T-cells dirette contro 'antigene CD19 in pazienti affetti da que-
sto tumore del sangue, alcuni dei quali ne hanno dimostrato le
potenzialita nell'indurre remissioni profonde e durature, forse
addirittura una guarigione, in soggetti altamente pretrattati e
con malattia ad alto rischio, recidivata o refrattaria. L'osser-
vazione che oggi ci sono pazienti che hanno ottenuto una re-
missione completa e 'hanno mantenuta per piu di 8 anni dopo
una singola infusione di CAR T-cells anti-CD19 suggerisce che
quest’approccio potrebbe guarire almeno alcuni pazienti con
leucemia linfatica cronica recidivata o refrattaria.

A oggi, il limite maggiore delle CAR T-cells in questo setting ri-
siede nel fatto che nella maggior parte dei trial la remissione
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completa e stata raggiunta solo da una minoranza di pazienti;
tuttavia, gli studi piu recenti hanno iniziato a dare qualche indi-
cazione su quali siano i fattori maggiormente predittivi di rispo-
sta e a suggerire strategie per ottimizzare i risultati. Inoltre, l'effi-
cacia di questo trattamento potrebbe aumentare ulteriormente
utilizzando le CAR T-cells in combinazione con altri trattamenti
0 in una fase piu precoce lungo il decorso della malattia.

I risultati ottenuti finora

La leucemia linfatica cronica g, in effetti, la neoplasia emato-
logica nella quale le CAR T-cells sono state testate per la prima
volta nell'uvomo. Nel 2010, un gruppo della University of Penn-
sylvania ha trattato i primi tre pazienti, affetti da malattia reci-
divata/refrattaria, con CAR T-cells anti-CD19 (CTLO19, ora note
come tisagenlecleucel), dopo averli sottoposti a una chemiote-
rapia linfodepletante; due di essi hanno raggiunto una remis-
sione completa (a oggi mantenuta per piu di 8 anni), mostran-
do un’espansione delle cellule infuse di 1000-10.000 volte, e
uno ha ottenuto una remissione parziale. Questo primo studio
pilota ha poi coinvolto in totale 14 pazienti, nei quali si & os-
servato complessivamente un tasso di risposta del 58% e una
percentuale di MRD-negativita del 29%; al momento della pub-
blicazione dello studio, nel 2015, dopo una mediana di 40 mesi
di follow-up, nessuno dei pazienti aveva recidivato e gli auto-
ri hanno osservato una correlazione tra il grado di espansione
delle CAR T-cells in vivo e la risposta clinica, nonché una per-
sistenza a lungo termine delle cellule nei pazienti che avevano
ottenuto una remissione completa e la negativita della MRD.

Di recente, lo stesso gruppo ha condotto uno studio rando-
mizzato di fase 2 per identificare la dose ottimale di CTLO19, i
cui risultati dovrebbero essere pubblicati a breve; i dati finora
disponibili hanno comunque suggerito che con una dose piu
alta (600 milioni di cellule vs 50 milioni) si ottengono tassi
superiori di risposta complessiva (55% contro 31%) di risposta
completa (36% vs 8%).
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Anche un gruppo del Memorial Sloan Kettering Cancer Center
di New York (in collaborazione con I'NCI) ha condotto uno stu-
dio (ancora in corso) su CAR T-cells di seconda generazione an-
ti-CD19 come trattamento per la leucemia linfatica cronica; il
CAR, in questo caso, conteneva perdo come dominio co-stimola-
torio CD28, e non 4-1BB. Il trial ha coinvolto 8 pazienti con ma-
lattia refrattaria e ‘bulky’, sottoposti o meno a linfodeplezione
prima dell'infusione delle CAR T-cells, e si e visto che i primi
hanno ottenuto una risposta parziale o una stabilizzazione del-
la malattia perdurata per diversi mesi, mentre i secondi non
hanno risposto. Nonostante i tassi di risposta relativamente
bassi, questo studio e importante perché ha evidenziato I'im-
portanza della linfodeplezione prima della somministrazione
delle cellule per aumentare l'efficacia del trattamento.

I’NCI ha poi sviluppato altre CAR T-cells simili, contenenti
anch’'esse CD28 come dominio co-stimolatorio nel CAR, con le
quali ha trattato inizialmente 8 pazienti con leucemia linfati-
ca cronicarecidivata/refrattaria in due studi clinici. L'ORR é ri-
sultato piuttosto elevato (87%) e il 50% dei pazienti ha ottenuto
una risposta completa durata dai 14 ai 23 mesi.

Un altro prodotto in fase di sperimentazione come trattamen-
to per la leucemia linfatica cronica e liso-cel, sviluppato da
Juno Therapeutics, ora acquisita da Celgene, nello studio di
fase 1/2 TRANSCEND CLL-004 (NCT03331198). I primi risul-
tati del trial sono stati presentati nel dicembre 2018 al con-
gresso del’ASH e hanno mostrato un ORR a 3 mesi dall'infu-
sione dell'80% e una percentuale di risposta completa del 50%;
inoltre, a 30 giorni dal trattamento il 73,3% dei pazienti aveva
I'MRD non rilevabile alla citometria a flusso.

Anche Kite/Gilead sta sviluppando un suo prodotto per la leu-
cemia linfatica cronica, KTE-X19 una versione migliorata del
suo prodotto gia approvato (axi-cel), nello studio ZUMA-8, che
e partito nell'autunno 2018 e del quale non si hanno ancora i
risultati.
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Che cos’e la leucemia linfatica cronica?

La leucemia linfatica cronica € una neoplasia ematologica
caratterizzata dall'accumulo di piccoli linfociti B maturi
nel sangue, e negli organi linfoidi (midollo osseo, linfonodi
e milza).

Il quadro clinico

L'andamento clinico della malattia € piuttosto eterogeneo:
alcuni pazienti sono asintomatici alla diagnosi e restano
stabili per anni senza dover fare alcuna terapia, altri invece
mostrano precocemente sintomi di vario tipo e hanno una
malattia progressiva, per cui devono iniziare tempestiva-
mente il trattamento.

Alcuni soggetti presentano sintomi sistemici, quali febbre,
sudorazioni notturne e calo ponderale, o disturbi autoim-
muni. Inoltre, 'accumulo delle cellule leucemiche negli or-
gani linfoidi puo determinare ingrossamento dei linfonodi
(presente nell’'80% dei casi circa) e della milza (nella meta
dei casi). Con il progredire della malattia, le cellule leuce-
miche sostituiscono nel midollo osseo le cellule emopoieti-
che, responsabili della produzione di globuli rossi, piastrine
e globuli bianchi, che, di conseguenza, siriduce. Questo puo
causare anemia (e quindi pallore e stanchezza) e aumen-
tare il rischio di emorragie e infezioni. Inoltre, I'espansione
delle cellule leucemiche puo ridurre la capacita del corpo di
produrre anticorpi e, in alcuni casi, favorire I'aggressione da
parte del sistema immmunitario dei normali tessuti (reazio-
ne autoimmune).

Quanto e frequente?

Secondo i dati del registro nazionale tumori, in Italia si con-
tano ogni anno poco meno di 3000 nuovi casi. La leucemia
linfatica cronica e la leucemia pit comune tra gli adulti nei
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Paesi occidentali ed € una malattia tipica dell’'anziano. L'eta
media alla diagnosi e di 65-70 anni e solo il 15% dei nuovi
casi viene diagnosticato prima dei 55 anni.

Come si cura?

La terapia e per lo piu farmacologica e dipende da diversi
fattori quali stadio del tumore, eta, condizioni generali del
paziente, caratteristiche cliniche e biologiche della malat-
tia (per esempio, la presenza della delezione 17p o di muta-
zioni del gene TP53, che favoriscono la resistenza alla che-
mioterapia).

Se e in fase iniziale e asintomatica, il paziente non necessi-
ta di alcuna terapia e deve solo sottoporsi a controlli perio-
dici (sorveglianza attiva) per valutare nel tempo l'eventuale
progressione della malattia.

In presenza di sintomi gia alla diagnosi o ai successivi con-
trolli, occorre iniziare una terapia farmacologica basata sul-
la chemioterapia, associata o meno all'ilnmunoterapia con
anticorpi monoclonali, come rituximab. I farmaci utilizzati
(da soli 0 in combinazione) vengono scelti in base all'eta e
alle condizioni cliniche del paziente.

In alcuni casi molto selezionati, per lo piu giovani con ma-
lattia aggressiva, si puo prendere in considerazione il tra-
pianto allogenico di cellule staminali.

Negli ultimi anni, le opzioni terapeutiche sono aumenta-
te e cambiate radicalmente, grazie ai nuovi farmaci mirati
come gli inibitori della tirosin chinasi di Bruton (BTK), pri-
mo su tutti ibrutinib, e della proteina anti-apoptotica BCL2,
come venetoclax, che si sono dimostrati molto efficaci. Con
queste nuove terapie, da sole o in combinazione, si ottengo-
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no tassi di risposta che possono arrivare al 95%. Nonostan-
te queste percentuali di risposta elevate, solo il 10-30% dei
pazienti trattati con gli inibitori pit potenti come ibrutinib
e venetoclax ottiene una remissione completa e una quota
ancora piu bassa raggiunge la negativita della MRD. Inoltre,
circa la meta dei pazienti trattati con questi farmaci va in-
contro a una recidiva entro 3-4 anni e coloro in cui la malat-
tia progredisce durante la terapia con questi agenti hanno
poche opzioni a disposizione e una sopravvivenza breve.

Il trapianto allogenico di cellule staminali potrebbe essere
in alcuni casi curativo, ma la maggior parte dei pazienti con
leucemia linfatica cronica ricaduta o refrattaria non puo
sottoporvisi per via dell'eta avanzata, della presenza di co-
morbilita, della refrattarieta della malattia e della morbilita
e mortalita elevate associate alla procedura trapiantologica,
che in effetti e praticabile solo in un sottogruppo molto sele-
zionato. Per queste ragioni, i pazienti con leucemia linfatica
cronica multirefrattaria o recidivata piu volte hanno attual-
mente una prognosi molto infausta e ben poche opzioni a
disposizione. Proprio in questo setting sono state sviluppate
inizialmente e testate CAR T-cells dirette contro I'antigene
CD19, che in alcuni casi hanno portato a ottenere remissioni
profonde e durature e, forse, addirittura una guarigione.

CAR T-cells in combinazione con ibrutinib

Per quanto incoraggianti, i risultati finora ottenuti con le CAR
T-cells anti-CD19 contro la leucemia linfatica cronica sono in-
feriori rispetto a quelli osservati contro la leucemia linfobla-
stica acuta in termini sia di tassi di risposta sia di durata della
risposta. Cio potrebbe dipendere dal fatto che la disregolazio-
ne del sistema immunitario caratteristica della leucemia lin-
fatica cronica potrebbe impattare negativamente sulla rispo-
sta alle CAR T-cells. Per arginare quest’ostacolo e migliorare gli
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outcome, alcuni gruppi diricerca hanno pensato di combinare
qguesto trattamento con l'inibitore della BTK ibrutinib e sono
in corso diversi studi in cui si sta testando questa strategia.

E noto, infatti, che ibrutinib & in grado di modulare diversi com-
partimenti del sistema immunitario indipendentemente dal
suo effetto di inibizione della trasduzione del segnale attra-
verso il pathway del recettore delle cellule B (BCR). Studi pre-
clinici hanno dimostrato che puo modulare la funzione delle
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cellule T, aumentando la capacita delle CAR T-cells anti-CD19
di espandersi in vivo ed esercitando un effetto antitumorale.
Inoltre, si e visto che le cellule T raccolte da pazienti trattati
con ibrutinib si espandono maggiormente ex vivo e contengo-
no una frazione maggiore di cellule T con fenotipo della memo-
ria centrale rispetto alle cellule T dei pazienti non trattati con
I'inibitore. In coloro che avevano assunto ibrutinib prima della
raccolta delle cellule T si e anche osservato un ORR superiore.

Direcente, ricercatori della University of Pennsylvania hanno
condotto uno studio prospettico nel quale hanno combinato
CAR T-cells anti-CD19 (CTL119) con ibrutinib. Il trial ha coin-
volto 19 pazienti che non avevano raggiunto una remissione
completa nonostante un trattamento con l'inibitore di BTK per
almeno 6 mesi. Nei 14 pazienti valutabili, a 3 mesi dall'infusio-
ne l'ORR erisultato del 71% e la percentuale di risposta comple-
ta del 43%, mentre 15 pazienti su 17 sono risultati MRD-negati-
vi alla citometria a flusso.

Dati simili sono stati ottenuti in uno studio condotto presso
il Fred Hutchinson Cancer Research Center di Seattle e pre-
sentato all'ultimo congresso dell’ASH. Il trial ha coinvolto 38
pazienti con leucemia linfatica cronica recidivata/refrattaria
sottoposti a una singola infusione di CAR T-cells anti-CD19
(JCARO14), meta dei quali trattati anche in concomitanza
con ibrutinib, iniziando 2 settimane prima della leucaferesi e

-
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continuando fino ad almeno 3 mesi dopo I'infusione delle CAR
T-cells. 'ORR e risultato piu alto nel gruppo trattato con I'inibi-
tore rispetto al gruppo che haricevuto solo le CAR T-cells (83%
contro 65%), mentre la percentuale di risposta completa nel
midollo osseo (misurata mediante sequenziamento di ultima
generazione), e risultata rispettivamente dell’85% contro 50%.

Questi dati, nel loro insieme, suggeriscono che l'aggiunta di
ibrutinib per almeno 2 settimane prima della leucaferesi puo
migliorare in modo significativo l'efficacia delle CAR T-cells,
ma serve naturalmente un follow-up maggiore per confermar-
li. Nel frattempo, € stato gia avviato lo studio di fase 1/2 TRAN-
SCEND-CLL 17004 (NCT03331198), nel quale si confronteran-
no sicurezza ed efficacia delle CAR T-cells liso-cel da sole 0 in
cormbinazione con ibrutinib in pazienti con leucemia linfatica
cronica o piccolo linfoma linfocitico recidivati/refrattari.

Altre strategie per migliorare gli outcome

Una possibile strategia per migliorareirisultati si basa sull'im-
piego di CAR T-cells allogeniche, ottenute a partire da cellule
T di donatori sani e non dai pazienti. Ci sono studi in corso in
cui si utilizzano CAR T-cells allogeniche in pazienti con leu-
cemia linfoblastica acuta, ma il ruolo di quest’approccio nella
leucemia linfatica cronica e ancora tutto da definire e i dati
disponibili sono pochissimi.

\f

RICERCA ITALIANA

>




Un'altra possibilita e quella di sviluppare CAR T-cells dirette
contro antigeni diversi dal CD19 e sono attualmente in cor-
so studi per lo piu preclinici nei quali si stanno testando, per
esempio, CAR T-cells aventi come bersaglio 'antigene CD20
(NCT03277729) o la catena leggera kappa (NCT00881920].

Infine, si stanno valutando CAR T-cells in grado di colpire piu
diunantigene (per esempio, CD19 piu CD20 0 CD19 piu CD123),
al fine di prevenire o superare la resistenza mediata dalla per-
dita dell'antigene CD19.
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Effetti avversi delle CAR T-cells:

quali sono e come si affrontano

La terapia con CAR T-cells rappresenta un approccio estrema-
mente promettente per il trattamento delle neoplasie per le
quali e stata approvata e studiata, ma, come tutte le terapie
antitumorali, puo causare effetti avversi, alcuni dei quali nuo-
vi rispetto a quelli dei trattamenti convenzionali e peculiari
di questo approccio terapeutico. Alcuni di queste tossicita
possono essere molto gravi, e in qualche caso potenzialmen-
te letali, ma i clinici stanno imparando a controllarle, via via
che aumenta I'esperienza d'uso delle CAR T-cells. In ogni caso,
la gestione di questi avversi richiede un attento monitoraggio
e 'impiego di personale altamente specializzato e specifica-
mente addestrato.

Gli eventi avversi risultati piu frequenti nei pazienti finora
trattati con le CAR T-cells sono la sindrome da rilascio di cito-
chine (CRS), indicata anche (seppure impropriamente) come
‘tempesta citochinica), le tossicita neurologiche, le infezioni e
l'ipogammaglobulinemia. Possono, inoltre, comparire effetti
‘on-target, off-tumor’: CD19, infatti, 'antigene target delle CAR
T-cells attualmente approvate, € espresso in varia misura, ol-
tre che sulle cellule tumorali, anche su quelle normali, e cio
puo portare alla comparsa di eventi avversi correlati all'azio-
ne del farmaco su queste cellule sane, come I'aplasia delle cel-
lule B. Oltre all'aplasia delle cellule B, I'esperienza clinica che
sta maturando sulle CAR T-cells indica che questo trattamen-
to puo indurre anche altre tipi di citopenie prolungate.
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Negli ultimi anni, sono stati sviluppati vari algoritmi atti a for-
nire un grading accurato e coerente delle tossicita associate
alle CAR T-cells e a dare indicazioni per il monitoraggio e la
gestione degli eventi avversi associati alla terapia con queste
cellule, in particolare dedicati alla CRS e alla neurotossicita
(box).

La sindrome da rilascio di citochine (CRS)

La CRS e una tossicita immuno-mediata caratterizzata da un'i-
perattivazione del sistema immunitario, determinata da un
rilascio massiccio di citochine infiammatorie da parte delle
CAR T-cells e di altre cellule da esse attivate o lisate quando si
espandono e si attivano nell'organismo.

Questo effetto avverso rappresenta la tossicita comparsa con
maggiore frequenza nel corso dello sviluppo e dell'applicazio-
ne clinica delle CAR T-cells, in alcuni casi anche in modo se-
vero, tanto da impattare sull'outcome del trattamento e por-
tare, talvolta, addirittura alla morte del paziente. In generale,
si sviluppa in circa 1'80% e oltre dei soggetti trattati con CAR
T-cells e finora si € manifestato in tutte le tipologie di pazienti,
indipendentemente dall'eta e dalla patologia oncoematologi-
ca di base. Negli studi registrativi sulle CAR T-cells finora ap-
provate, la CRS ha mostrato un'incidenza compresa fra il 57% e
il 93%, ma e bene ricordare che le differenze tra i due prodotti
non sono comparabili, perché in tali studi I'incidenza é stata
misurata con scale diverse (la Penn grading scale per tisagen-
lecleucel, i criteri di Lee per axi-cel).
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Gli algoritmi per il grading della CRS

Gli algoritmi per il grading, il monitoraggio e la gestione del-
la CRS e della neurotossicita, sono in continua evoluzione e
ne sono stati proposti diversi nel corso del tempo.

- Il sistema di grading della CRS utilizzato nei primi studi
clinici sulle CAR T-cells e stato quello del National Can-
cer Institute Commmon Terminology Criteria for Adverse
Events (CTCAE) versione 4.03. In questo sistema, tutta-
via, la definizione di CRS non comprendeva come prere-
quisito la febbre (oggi riconosciuta come sintomo cardi-
ne della CRS); inoltre, il sistema era piu applicabile alla
tossicita che si osserva con le infusioni di anticorpi piut-
tosto che con le infusioni di cellule.

Questo sistema e stato in seguito migliorato e perfezio-
nato da un grupypo di oncologi pediatri di diversi centri
in cui stavano conducendo studi sulle CAR T-cells negli
Stati Uniti, che hanno pubblicato un sistema di grading
aggiornato e noto a tutti come criteri di Lee. In questa
pubblicazione il gruppo di specialisti haridefinitoisegni
e sintomi associati alla CRS, incorporando le esperienze
cliniche maturate nel frattempo con le CAR T-cells e in-
cludendo per la prima volta la febbre come tratto distinti-
vo della sindrome. I criteri di Lee sono stati ampiamente
adottati da molti gruppi che studiavano le CAR T-cells,
soprattutto perché sono stati i primi a correlare ogni gra-
do a un algoritmo terapeutico suggerito.

« Successivamente, la University of Pennsylvania ha pro-
posto un ulteriore sistema di grading, noto come Penn
grading scale (o criteri di Porter) e utilizzato in tutti
gli studi sulle CAR T-cells condotti presso questo ateneo.
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Questa scala tende ad assegnare un grado di CRS piu alto
rispetto ai criteri di Lee, ostacolando i confronti fra i dati
di sicurezza prodotti in centri diversi.

« Piudirecente, un gruppo di autori che hanno partecipato
ai diversi studi registrativi, coordinato dall’MD Anderson
Cancer Center della University of Texas, ha costituito il
CAR-T-cell-Therapy-associated TOXicity (CARTOX) Wor-
king Group e nel settembre 2017 ha pubblicato su Nature
Reviews Clinical Oncology un articolo contenente indi-
cazioni per il grading, il monitoraggio e la gestione del-
la CRS e della neurotossicita associate alla terapia con
CAR-T-cells. La scala CARTOX e molto simile ai criteri di
Lee, ma hail vantaggio di essere piu semplice da utilizza-
re e di proporre un sistema separato per il grading della
neurotossicita.

I sistemi di grading di queste tossicita sono quindi cambiati
nel tempo eivaricentriimpegnatinellaricercaclinica sulle
CAR T-cells hanno fino a pochissimo tempo fa utilizzato nei
loro studi sistemi differenti, il che ha reso difficile, se non
impossibile, comparare i risultati di sicurezza fra prodotti
diversi e trial diversi. Per superare questo limite, armoniz-
zare una volta per tutte il grading della CRS e della neuro-
tossicita e far sicheivari autori possano parlare un linguag-
gio comune quando vogliono confrontarsi su questi aspetti,
nel giugno 2018 I'’American Society for Blood and Marrow
Transplantation, ASBMT (che da poco ha cambiato il nome
in American Society for Transplantation and Cellular The-
rapy, ASTCT), ha convocato una consensus conference che
ha riunito i maggiori esperti del settore e nella quale sono
state proposte nuove definizioni e due nuovi sistemi di gra-
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ding separati per la CRS e la tossicita neurologica. Le racco- dovrebbero quindi diventare d'ora in avanti quelle accettate
mandazioni e le indicazioni contenute in questa consensus e seguite in tuttii prossimi studi sulle CAR T-cells.

Grado

Grado

Grado

Grado

Criteri di Lee

Sintomi non fatali, che richiedono
solo un trattamento sintomatico;
per es, febbre, nausea, spossatezza,
cefalea, mialgie, malessere

I sintomi richiedono e rispondono
aun intervento moderato:
richiesta di ossigeno < 40%
0 ipotensione responsiva ai fluidi
0 vasopressori a basse dosi o tossicita
d'organo di grado 2

I sintomi richiedono e rispondono
aun intervento aggressivo:
richiesta di ossigeno < 40%

o ipotensione richiedente vasopressori
multipli o ad alte dosi
o tossicita d'organo di grado 3
o transaminite di grado 4

Sintomi potenzialmente fatali,
che richiedenti ventilazione
di supporto per tossicita d'organo
di grado 4 (transaminite esclusa)

Penn grading scale
(criteri di Porter)

Reazione lieve trattata solo
con terapia di supporto

Reazione moderata richiedente
una terapia endovena o nutrizione
parenterale; segni lievi di disfunzione
d'organo (creatinina < grado 2
o alterazioni epatiche < grado 3)

Reazione severa, richiedente
ospedalizzazione; segni moderati
di disfunzione d'organo
(creatinina grado 3 o alterazioni
epatiche grado 4] correlati alla CRS;
ipotensione trattata con fluidi
endovena o vasopressori a basse dosi;
ipossiemia richiedente ossigenazione,
BiPAP o CPAP

Complicanze potenzialmente fatali,
tra cui ipotensione richiedente
sostanze vasoattive ad alte dosi

o ipossiemia richiedente
ventilazione meccanica

Consensus ASTCT

Febbre> 38 °C

Febbre > 38 °C con ipotensione
non richiedente vasopressori
e/o ipossia richiedente cannula nasale
a basso flusso di ossigeno o blow by

Febbre > 38 °C con ipotensione
richiedente un vasopressore
CON 0 senza vasopressina
e/o ipossia richiedente cannula nasale
ad alto flusso di ossigeno o maschera
nonrebreather o maschera di Venturi

Febbre > 38 °C con ipotensione
richiedente piu vasopressori
(vasopressina esclusa)

e/o ipossia richiedente pressione
positiva (per es. CPAP, BiPAP,
intubazione e ventilazione meccanica)

Figura. Confronto fra i sistemi di grading piu usati in passato per il monitoraggio e il trattamento della CRS conseguente all'infusione di CAR T-cells (criteri di
Lee e Penn grading scale] e il grading proposto di recente dalla consensus della ASTCT.
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Anche se puo comparire fino a 3 settimane dopo l'infusione
delle CAR T-cells, in genere la sindrome si sviluppa entro la
prima settimana e tende a progredire ulteriormente nelle due
settimane successive. Negli studi registrativi il tempo media-
no di esordio e stato di 2-3 giorni.

Fisiopatologia della CRS

Il meccanismo fisiopatogenetico responsabile della CRS in-
dotta dalle CAR T-cells non e ancora chiaro al 100% e molti
gruppi di ricerca sono al lavoro per comprenderlo appieno in
tutti i suoi aspetti. Sulla base delle conoscenze attuali, si ri-
tiene che questa tossicita si sviluppi in due passaggi principa-
li. Primo, l'interazione tra le CAR T-cells e le cellule bersaglio
provoca l'attivazione e l'espansione delle CAR T-cells stesse
e la lisi delle cellule immunitarie normali e tumorali, eventi
che scatenano unrilascio di svariate citochine infiammatorie
come l'interferone-y (IFN-y) e il fattore di necrosi tumorale-a
(TNF-a). La combinazione di questi segnali innesca l'attiva-
zione di macrofagi, monociti, cellule dendritiche e cellule en-
doteliali. Queste cellule attivate rilasciano a loro volta livelli
elevati di citochine proinfiamnmatorie. In particolare, i macro-
fagi e le cellule endoteliali producono grandi quantita di intex-
leuchina-6 (IL-6]), che con un meccanismo di feedback positi-
vo attiva ulteriormente le cellule T e altre cellule immunitarie
provocando la tempesta citochinica e la progressione della
sindrome. Nella figura 1 e illustrato il possibile meccanismo
patogenetico alla base della CRS.

Di recente, un team di ricercatori dell'IRCCS Ospedale San
Raffaele di Milano, guidato da Attilio Bondanza, ha fatto una
scoperta interessante, che ha permesso di migliorare e appro-
fondire ulteriormente le conoscenze sulla patogenesi sia della
CRRS sia della neurotossicita, e che potrebbe avere una ricadu-
ta terapeutica importante. I1 gruppo ha sviluppato un model-

lo di topo umanizzato — un topo con un sistermna immunitario
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Figura 1. Meccanismo fisiopatogenetico proposto per la CRS.
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molto simile a quello umano - in grado di riprodurre per la pri-
ma volta sia gli effetti terapeutici sia quelli tossici delle CAR
T-cells osservati nell'uomo. In questo modello, i ricercatori
hanno dimostrato che la CRS e la neurotossicita associate alle
CAR T-cells sono causate in origine dall'interleuchina -1 (IL-1),
una citochina diversa dall'IL-6. Studiando la relazione tra IL-1
e IL-6, il gruppo ha dimostrato che la prima citochina a essere
prodotta e in realta I'IL-1, il cui rilascio ad opera principalmen-
te dei monociti innesca una reazione a catena che porta a sua
volta al rilascio dell'IL-6 e, quindi, all'insorgere della CRS e del-
la tossicita neurologica.

Le manifestazioni della CRS

Clinicamente, la CRS puo presentarsi con svariati sintomi che
paiono essere determinatiin gran parte dall'aumento dell'IL-6,
possono andare da una sindrome prodromica a manifestazio-
ni potenzialmente letali e possono coinvolgere diversi organi
e apparati (tabella 1).

La sindrome prodromica si manifesta come una sindrome
simil-influenzale caratterizzata da febbre, affaticamento,
mal di testa, mialgia, artralgia e malessere. La febbre alta

(= 38 °C) e il piu frequente e spesso il primo segno clinico
della CRS; in alcuni casi puo salire oltre i 40 °C e nei pa-
zienti che sviluppano una CRS grave raggiunge il picco piu
velocemente e dura piu a lungo rispetto ai coloro che svi-
luppano una CRS lieve o moderata. Sono comuni anche i
sintomi gastrointestinali come nausea, vomito, diarrea e
anoressia. Inoltre, sono state osservate reazioni avverse ag-
giuntive a livello di altri organi e apparati, tra cui insuffi-
cienza cardiaca transitoria e aritmia, ipotensione, dispnea,
tachipnea, ipossia, edema polmonare, insufficienza renale,
incremento delle transaminasi e della bilirubina. In alcuni
casi, contestualmente alla CRS, sono state riportate altera-
zioni della coagulazione anche gravi come la coagulazione
intravascolare disseminata (CID]), bassi livelli di fibrinoge-
no, sindrome da aumentata permeabilita capillare (CLS]) e
linfoistiocitosi emofagocitica/sindrome da attivazione ma-
crofagica (HLH/MAS).

La CRS grave e caratterizzata da instabilita emodinamica e
disfunzione d’organo, ma e spesso preceduta da segni lievi o
moderati come l'ipossia e un'ipotensione lieve, a cui i clinici
devono porre attenzione.

Sintomi generali | Gastrointestinali |Cardiovascolari |Polmonari Ematologici Altri organi
Febbre Nausea Tachicardia Ipossia Citopenie prolungate | Transaminite/epa-
Malessere Vomito Ipotensione Dispnea Coagulazione intra-| tite
Artralgia/mialgia |Digrrea Aritmie cardiache |Edema polmonare do-|Vascolare dissemi-|Danno renale acuto
Nausea Anoressia Shock vuto ad aumentata per- | nata

Mal di testa meabilita capillare

Rash Sindrome da distress

Diaforesi respiratorio acuto

Tabella 1. I sintomi principali della CRS.
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I fattoridirischio perla CRS e la sua correlazione con l'effi-
cacia del trattamento

Nei pazienti pediatrici e giovani adulti con leucemia linfo-
blastica acuta a cellule B, i fattori dirischio di CRS grave sono
una percentuale di blasti nel midollo = 50% (elevato carico di
malattia prima dell'infusione], un'accelerazione incontrolla-
ta dei blasti in seguito alla chemioterapia, infezioni in corso.
Nei pazienti adulti con linfoma diffuso a grandi cellule B, i
fattoridirischio perlo sviluppo di CRS grave non sono ancora
del tutto noti.

In linea generale, 1o sviluppo di una CRS ¢ associato all'effi-
cacia clinica del trattamento, a un carico elevato di malattia
(maggiore € la sua estensione, maggiore e la probabilita di svi-
luppare una CRS severa), noncheé alla dose e alla potenza delle
CAR T-cells somministrate. Tuttavia, la CRS rappresenta una
limitazione importante della terapia con CAR T-cells e la ge-
stione delle sue manifestazioni rappresenta tuttora una sfi-
da, nonostante si stiano facendo progressi notevoli su questo
fronte via via che aumenta il numero di pazienti trattati e si
prosegue il follow-up.

Il trattamento della CRS

Come si tratta un paziente che sviluppa una CRS? L'attuale
gestione della CRS segue un sistema di grading basato sui
sintomi e i segnivitali. I sistemi di grading piu utilizzati fino a
poco tempo fa per il monitoraggio e il trattamento di una CRS
insorta dopo l'infusione di CAR T-cells erano i criteri di Lee e
la UPenn grading scale. Entrambi prevedono quattro gradi di
severita, ma presentano alcune differenze che impediscono
di fare confronti fra i due prodotti e i risultati dei diversi stu-
di. Per risolvere queste discrepanze e armonizzare le defini-
zioni e i sistemi di grading della CRS e della neurotossicita,
I’American Society for Transplantation and Cellular Therapy
(ASTCT; nota fino a poco tempo fa come American Society for
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Blood and Marrow Transplantation, ASBMT) ha convocato nel
giugno 2018 una consensus conference nella quale é stato
sviluppato un sistema di grading uniforme, obiettivo, di faci-
le impiego e, in ultima analisi, piu accurato nel classificare
la gravita di queste due tossicita (box). Nella figura 2 sono
schematizzati il sistema di grading proposto dalla consensus
dell’ASTCT e i diversi approcci di gestione della sindrome a
seconda del livello di gravita.

Quando compaiono i sintomi di una CRS iniziale, il pazien-
te deve essere sottoposto a stretta osservazione e a terapie
di supporto standard (antipiretici e/o analgesici), cercando
di evitare i FANS, che possono influire sulla funzione renale;
inoltre, occorre escludere la presenza di infezioni ed eseguire
una profilassi con antibiotici ad ampio spettro se il paziente €
neutropenico, per contrastare il rischio infettivo, di per sé ele-
vato (specie per quanto riguarda le infezioni batteriche) nei
pazienti trattati con una chemioterapia linfodepletiva e poi
con le CAR T-cells.

Nei pazienti con CRS di grado 2, bisogna fare attenzione a non
eccedere con la somministrazione di fluidi endovena per via
del rischio di aumentata permeabilita capillare e di conse-
guente edema polmonare.

Nei casi di CRS severa (grado 3 e 4), un pronto riconoscimento
dei sintomi e una tempestiva impostazione di un trattamen-
to adeguato sono cruciali per ottenere una risoluzione del
problema. Per gestire gli episodi di CRS severa, il farmaco at-
tualmente piu utilizzato, sia negli studi clinici sia nella pra-
tica clinica, in virtu del ruolo dell'IL-6 nella patogenesi della
sindrome, e tocilizumab, un anticorpo monoclonale ad azione
antinfiammatoria diretto contro la citochina e in uso gia da
diversi anni per il trattamento dell'artrite reumatoide e altre
malattie reumatologiche. Il farmaco ha dimostrato di blocca-
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re questa citochina infiammmatoria portando a una risoluzione
moltorapida (poche ore) deisintormidella sindrome (compresi
la febbre e I'ipotensione), sembra senza causare l'eliminazio-
ne delle CAR T-cells infuse e comprometterne 'attivita. Paral-
lelamente all'approvazione di tisagenlecleucel e axi-cel, i due
prodotti a base di CAR T-cells finora autorizzati, sia I'Fda sia
I'Ema hanno quindi dato il loro via libera a tocilizumab come
trattamento per la CRS severa o potenzialmente letale. Questa

nuova indicazione del farmaco si basa su un’analisi retrospet-
tiva dei dati ottenuti dagli studi condotti su pazienti trattati
con CAR T-cells, nella quale si e valutata 'efficacia di tocili-
zumab nel trattamento della CRS e si e visto che dopo una o
due somministrazioni di anticorpo il 69% dei pazienti aveva
ottenuto una risoluzione completa della sindrome entro 2 set-
timane. Sebbene il farmaco sia indicato solo per il trattamento
della CRRS grave, il suo impiego andrebbe comunque preso in

- temperatura > 38 °C
- sintomi simil-influenzali
- nausea

CRSgrado1

- temperatura > 38 °C
CRS grado 2

flusso d'ossigeno o blow-by

- temperatura > 38 °C
CRS grado 3 CON 0 senza vasopressina

d'ossigeno o maschera facciale

- ipotensione non richiedente vasopressori
- ipossia richiedente cannula nasale a basso

- ipotensione non richiedente un vasopressore

- ipossia richiedente cannula nasale ad alto flusso

- workup infettivo
- antibiotici ad ampio spettro
- misure di supporto (antipiretici)

- gestione della febbre e dei sintomi
come per il grado 1
- trasferimento in terapia intensiva o semintensiva
- vasopressori a basse dosi
- tocilizumab 8mg/kg ev

- gestione della febbre e dei sintomi
come per il grado 2

- ripetere tocilizumab

- corticosteroidi a basse dosi

- temperatura > 38 °C

CRS grado 4 a pressione positiva

(vasopressina esclusa)

-ipossia richiedente ventilazione meccanica

- ipotensione richiedente piu vasopressori

- gestione della febbre e dei sintomi
come per il grado 2

- corticosteroidi ad alte dosi

- considerare un ulteriore trattamento
individualizzato

Figura 2. Grading della CRS proposto dalla consensus conference della ASTCT e gestione dei diversi gradi della sindrome.
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considerazione anche in caso di CRS moderata (grado 2). I ri-
cercatori stanno tuttora valutando l'effetto del blocco dell'IL-6
sull’'espansione delle CAR T-cells infuse, sulla loro persistenza
e, soprattutto, sul loro effetto antitumorale. Nonostante questi
aspetti ancora da chiarire, tuttavia, I'inpiego di tocilizumab e
ad oggi generalmente accettato come trattamento di prima li-
nea per la CRS severa insorta dopo un’infusione di CAR T-cells.

In presenza di CRS severa, & molto utilizzato anche il tratta-
mento con corticosteroidi sistemici. Questi farmaci vanno uti-
lizzati entro 12-24 ore dall'inizio di tocilizumab in assenza di
un miglioramento clinico o in qualsiasi momento in presen-
za di un peggioramento. L'agente di prima scelta e conside-
rato desametasone, in virtu della sua maggiore penetrazione
nel sistema nervoso centrale. La dose iniziale utilizzata e per
lo piu 10 mg di desametasone ogni 6 ore o equivalente, ma la
dose puo essere incrementata (fino a 1000 mg di metilpredni-
solone ogni 24 ore o equivalente) e la durata del trattamento
varia in base alla sintomatologia da trattare. Tuttavia, non vi
e accordo unanime sull'utilizzo di una terapia steroidea pex
tempi lunghi (oltre 14 giorni); infatti, I'uso prolungato di cor-
ticosteroidi sistemici ad alte dosi ha dimostrato di ridurre la
persistenza e potenzialmente 'efficacia a lungo termine delle
CAR T-cells somministrate.

La scoperta sopracitata del team del San Raffaele di Milano sul
ruolo dell'IL-1 all'origine delle manifestazioni cliniche della
CRRS e della neurotossicita potrebbe avere un'importante rica-
duta anche sul fronte del trattamento di tali tossicita. I ricer-
catori hanno dimostrato, infatti, la potenziale efficacia contro
di esse di anakinra, un farmaco che interferisce conl'IL-1ed e
attualmente approvato per il trattamento dei segni e dei sin-
tomi dell'artrite reumatoide, in associazione a metotrexate,
nei pazienti che non rispondono adeguatamente al solo meto-
trexate. La scoperta di Bondanza e i suoi collaboratori, pubbli-
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cata nel maggio 2018 su Nature Medicine, potrebbe rendere la
terapia con CAR T-cells molto piu sicura, in quanto la sommi-
nistrazione di anakinra potrebbe contrastare sia la CRS sia la
neurotossicita. L'efficacia del farmaco, dimostrata per ora sul
modello murino, dovra, tuttavia, essere confermata prossima-
mente sull'uomo.

In letteratura sono riportati anche casi aneddotici di utilizzo
dell'anticorpo anti-TNF-a infliximab e di etanercept (entrambi
approvatiperil trattamentodimalattieinfiammatorie qualiar-
trite reumatoide, artrite psoriasica, psoriasi e morbo di Crohn)
che hanno mostrato di portare a un miglioramento dei sintomi
della CRS. Un'ulteriore possibilita é rappresenta dall'impiego
dell'anticorpo monoclonale siltuximab, che si lega all'IL-6 so-
lubile; questo farmaco, tuttavia, non e stato studiato come te-
rapia di prima linea della CRS e non e attualmente approvato
per quest'indicazione.

La neurotossicita (ICANS)

Laneurotossicita e uno degli eventi avversi piu comuninei pa-
zienti trattati con le CAR T-cells. La tossicita neurologica cor-
relata a questa terapia, indicata in passato come sindrome en-
cefalopatica correlata alle CAR T-cells (CRES), alla luce della
pubblicazione della consensus del’ASTCT sul nuovo sistema
di grading della CRS e della neurotossicita viene ora indicata
come sindrome da neurotossicita associata alle cellule effet-
trici immunitarie (ICANS).

L'incidenza del problema puo andare dallo O all’'87%, ma si e
visto che la frequenza dei sintomi neurologici varia in base
alla patologia oncoematologica di base e all'eta del soggetto.
Tossicita neurologiche quali confusione e convulsioni si sono
osservate nella maggior parte degli studi sulle CAR T-cells.
Tuttavia, nella maggior parte dei casi queste neurotossicita si
sono dimostrate di breve durata e reversibili. Un'evenienza piu
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grave, che in qualche caso ha addirittura causato il decesso
del paziente, e rappresentata dall'edema cerebrale, osservato
in alcuni dei trial su CAR T-cells sviluppate per il trattamento
della leucemia linfoblastica acuta. Il problema, tuttavia, sem-
bra avere un’incidenza limitata.

Nella stragrande maggioranza dei pazienti (il 90% circa), gli
eventi neurologici si manifestano in concomitanza con la CRS
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Figura 3. Meccanismi fisiopatogenetici proposti per la neurotossicita.
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0 anche in seguito alla sua risoluzione; nel 10% circa, invece,
si sviluppano anche in assenza della CRS, ma in questi casi i
segni e sintomi neurologici sono tipicamente lievi. Viceversa,
una CRS grave tende ad associarsi a una neurotossicita grave,
cosi come un carico elevato di malattia.

Fisiopatologia della neurotossicita

La fisiopatologia delle tossicita neurologiche delle CAR T-cells
non € ancora pienamente compresa, ma l'assenza di una sua
stretta associazione temporale con la CRS indica che potrebbe
essere almeno parzialmente indipendente da quella alla base
della CRS stessa, come suggerito anche dal fatto che il tratta-
mento con 'anti-IL-6 tocilizumab non sembra essere di bene-
ficio nel trattamento dei sintomi neurologici.

I meccanismi in gioco sembrano essere piu d'uno (figura 3),
ma gli studi piu recenti suggeriscono un ruolo di primo pia-
no per la produzione dell'lL-1 da parte dei monociti e per la
distruzione della barriera emnatoencefalica (formata dalle cel-
lule endoteliali circondate dalla lamina basale, dai periciti,
dalla microglia e dagli astrociti), determinata da vari fattori,
tra cui l'attivazione delle cellule endoteliali e i macrofagi peri-
vascolari e il rilascio di citochine infiammatorie come I'IFN-y,
il TNF-q, I'IL-6 e I'IL-1. Anche il disegno del CAR sembra avere
un ruolo in questo senso.

Il danno subito dalla barriera ematoencefalica, in particolare,
permette la migrazione delle cellule T (fra cui le CAR T-cells)
nel parenchima cerebrale e la diffusione passiva delle citochi-
ne effettrici nel fluido cerebrospinale, portando a un’infiam-
mazione del sistema nervoso centrale.

Presentazione clinica della neurotossicita

I sintormi e la presentazione della neurotossicita sono varia-
bili e possono andare da segni sottili, come cefalea, affatica-
mento, lievi difficolta della parola o afasia, a presentazioni piu
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gravi e potenzialmente letali quali convulsioni, innalzamento
della pressione intracranica con edema cerebrale, encefalopa-
tia e coma (tabella 2). Altre possibili manifestazioni sono pex-
dita di memoria, vertigini, meningismo, alterazioni dello stato
mentale (confusione, disorientamento, deficit dell'attenzione,
agitazione, delirio, allucinazioni) e disturbi del movimento
(tremori, mioclono, automatismi facciali).

Negli studi registrativi, il temnpo mediano di esordio della neu-
rotossicita e risultato di 4-6 giorni (dunque, leggermente su-
periore rispetto a quello della CRS), mentre la durata mediana
dell'evento avverso e stata di 17 giorni con axi-cel e rispettiva-
mente 6 giorni nei pazienti con leucemia linfoblastica acuta e
14 giorni in quelli con linfoma diffuso a grandi cellule B tratta-
ti con tisagenlecleucel.

Gestione della neurotossicita

Cosi come la CRS, anche la neurotossicita deve essere rico-
nosciuta prontamente, vista la sua potenziale pericolosita.
I pazienti trattati con le CAR T-cells vanno quindi sottoposti
a uno stretto monitoraggio per cogliere 'eventuale comparsa
di eventi neurologici e, in tal caso, sottoposti a opportuni esa-
mi diagnostici e trattati in base alla specifica sintomatologia
neurologica.

Cosi come per la CRS, la gestione della neurotossicita si basa
su un sistema di grading e nella figura 4 ¢ illustrato un algo-
ritmo di gestione basato sul grading proposto dalla consensus
dell’ASTCT.

Attualmente non vi e consenso sull'impiego della profilas-
si anticonvulsivante con levetiracetarm nei pazienti trattati
con le CAR T-cells: mentre alcuni centri la prescrivono prima
dell'infusione e fino a 30 giorni dopo, altri la riservano ai pa-
zienti ad alto rischio di neurotossicita.
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In caso di ICANS lieve (grado < 1), il paziente deve essere mo-
nitorato strettamente e ricevere terapie di supporto, se ne-
cessario. In presenza di una ICANS piu grave (grado = 2] si
suggerisce di considerare il ricovero in terapia intensiva, che
e raccomandato se la tossicita é di grado = 3. In alcuni casi,
I'ICANS puo richiedere l'intubazione del paziente e la ventila-
zione meccanica per una protezione delle vie aeree anche in
assenza di insufficienza respiratoria.

Il trattamento si basa attualmente sull'utilizzo dei corticoste-
roidi a dosi diverse a seconda della gravita dell'ICANS. II trat-
tamento raccomandato consiste nella somministrazione di
desametasone 10 mg ogni 6 ore fino alla risoluzione dei sinto-
mi; nei pazienti con ICANS di grado 4 si suggeriscono alte dosi
di metilprednisolone (per esempio, 1000 mg ogni 24 ore), ma
I'impiego di steroidi ad alto dosaggio resta controverso a cau-
sa dell'inibizione esercitata da questi farmaci sull'espansione
delle CAR T-cells.

Sintomi Disturbi Alterazioni |Disturbidel

generali dellinguaggio | dello stato movimento
mentale

Cefalea Disartria Confusione Tremori

Affaticamento | Afasia Disorienta- Mioclono

Perdita mento Automatismi

di memoria Deficit facciali

Meningismo dell’'attenzione

Convulsioni Agitazione

Aumento della Delirio

pressione Allucinazioni

intracranica Coma

Edema

cerebrale

Tabella 2. Le principali manifestazioni della neurotossicita.
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E importante sottolineare che il trattamento con tocilizu-
mab & raccomandato solo in presenza di una CRS conco-
mitante. Infatti, mentre I'anticorpo e molto efficace contro
la CRS, la neurotossicita di per sé non risponde al blocco
dell'IL-6 nella maggior parte dei pazienti e tocilizumab puo
addirittura aggravarla.

Inoltre, non ci sono ad oggi evidenze sufficienti per fornire
raccomandazioni di trattamento peripazienti che non rispon-
dono agli steroidi. Il trattamento con l'anti-IL-1 anakinra si e
dimostrato efficace nello spegnere la neurossicita nel model-
lo murino, ma la sua validita deve ancora essere confermata
nell'uvomo. Ulteriori opzioni, anch’esse ancora da testare in
studi clinici, potrebbero essere rappresentate dall'inibizione

- debolezza motoria

- terapia di supporto
-risveglio spontaneo - idratazione ev
ICANS grado 1 - fatigue - consulto neurologico
-ICE: 7-9 punti - EEG/MRI
- considerare un antiepilettico
- terapia di supporto come peril grado 1
- risveglio in risposta alle voci - considerare trasferimento in rianimazione
ICANS grado 2 - delirio/sonnolenza - considerare un antiepilettico, se non iniziato
- ICE: 3-6 punti - corticosteroidi a basse dosi
(per es. desametasone 10 mg)
- terapia di supporto come per il grado 2
- risveglio in risposta agli stimoli tattili - trasferimento in terapia intensiva
- ICE: 0-2 punti - corticosteroidi in continuo
MBS LT -edema lgcale all'imaging (per es. desametasone 10 mg ogni 6 ore)
- convulsioni, che si risolvono con l'intervento e antiepilettico
-ripetere MRI
- stato comatoso - terapia di supporto come per il grado 3
-ICE: 0 - trattamento neurointensivo specifico
ICANS grado 4 - edema cerebrale con corticosteroidi ad alte dosi
- convulsioni potenzialmente fatali (> 5 min) (stato epilettico, edema cerebrale)

- considerare un ulteriore trattamento
individualizzato

Figura 4. Grading della neurotossicita (ICANS) proposta dalla consensus conference della ASTCT e gestione dell'evento avverso in funzione del livello di gravita. L'ICE
(Immune Effector Cell-Associated Encephalopathy) score e un sistema non validato di scoring neurologico utilizzato per stimare facilmente lo stato neurologico dei

pazienti trattati con CAR T-cells.
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del GM-CSF con l'anticorpo lenzilumab, per prevenire l'infiam-
mazione sistemica causata dall’'attivazione dei monociti, e
dall'impiego di natalizumab per inibire la penetrazione delle
cellule T nel sistema nervoso centrale.

Infezioni e ipogammaglobulinemia

I pazienti che presentano infezioniin corso non dovrebbero esse-
re trattati con le CAR T-cells fino a che I'infezione non si é risolta.
I pazienti che vengono sottoposti a questo trattamento, inve-
ce, devono essere monitorati per cogliere gli eventuali segni
e sintomi di infezione e, se opportuno, sottoposti a una profi-
lassi antibiotica; inoltre, prima e durante il trattamento con
CAR T-cells vanno eseguiti esami di controllo (per esempio,
emocromo, VES, PCR, dosaggio delle immunoglobuline, emo-
colture e urinocolture al bisogno). Le infezioni, infatti, sono
una delle possibili complicanze della CRS, ma nel contempo
possono facilitarne l'insorgenza, qualora gia in atto al mo-
mento dell'infusione delle cellule.

In caso di neutropenia febbrile, I'infezione deve essere valutata
e gestita in modo appropriato con antibiotici ad ampio spettro,
fluidi e altre terapie di supporto, come da indicazione medica.

Nei pazienti trattati con CAR T-cells che sviluppano infezioni,
le cause possono essere diverse: le patologie ematologiche di
base, le terapie gia effettuate dai pazienti per curare tali patolo-
gie, ma anche la prolungata citopenia che ne puo talvolta deri-
vare e che va trattata come indicato dalle linee guida standaxd.
In presenza di infezioni non e raccomandato l'utilizzo dei fat-
tori di crescita mieloide (GM-CSF), perché possono peggiorare i
sintomi della CRS se utilizzati nelle prime 3 settirmane di tera-
pia o fino a quando la sindrome non si e risolta.

Nei pazienti trattati con CAR T-cells sono stati anche segna-
lati casi di riattivazione del virus dell'epatite B (HBV]), che ta-
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lora ha portato a insufficienza epatica o epatite fulminante. E
fondamentale, quindi, eseguire uno screening sierologico peri
virus HBV, HCV e HIV prima di iniziare il trattamento chemio-
terapico linfodepletante e I'infusione delle CAR T-cells.

Inoltre, dopo il trattamento con le CAR T-cells possono veri-
ficarsi episodi di ipogammaglobulinemia e agammaglobuli-
nemia, che sono in realta una conseguenza dell'aplasia delle
cellule B, una tossicita ‘on-target, off-tumor’ delle CAR T-cel-
s anti-CD19 (vedi sotto) che puo manifestarsi in alcuni casi.
Pertanto, nei pazienti sottoposti a questa terapia e importante
monitorare il livello di immunoglobuline ed eseguire una pro-
filassi antibiotica e infusioni di immunoglobuline come rac-
cormandato clinicamente nella normale gestione del paziente
neutropenico e/o ipogammaglobulinemico.

Tossicita ‘on-target, off-tumor’

Tale tipo di tossicita e legata al fatto che l'antigene target (‘on
target’) delle CAR T-cells e espresso anche sulle cellule norma-
li (‘off tumor’), oltre a quelle tumorali. Di conseguenza, le CAR
T-cells somministrate al paziente riconoscono e colpiscono an-
che l'antigene presente nei tessuti sani, e non solo nel tumore.
Questa forma di tossicita autoimmune puo essere letale se I'an-
tigene in questione e iperespresso in tessuti vitali, e in partico-
lare nei polmoni, nel cuore, nel fegato oin altri organi essenziali.

L'aplasia delle cellule B

Una tossicita ‘on target, off tumor’ che si manifesta soprattutto
in pazienti sottoposti a molte linee di terapia prima della som-
ministrazione di CAR T-cells anti-CD19, come tisagenlecleu-
cel e axi-cel, e I'aplasia midollare, in particolare 'aplasia delle
cellule B. Tale tossicita dipende dall’espressione dell'antigene
CD19 (bersaglio di queste CAR T-cells] sulle cellule B tumorali,
ma anche sulle cellule B normali, sia in via di differenziazio-
ne sia mature, che quindi possono essere anch’esse attaccate
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delle CAR T-cells. L'aplasia delle cellule B che ne puo derivare,
e l'ipogammagloubilinemia che ne € una diretta conseguenza,
oltre ad essere clinicamente gestibili, sono considerate anche
biomarker del funzionamento delle CAR T-cells anti-CD 19.

Tuttavia, un'aplasia e un’ipogammaglobulinemia prolungate
possono impattare in modo severo sulla morbilita e la morta-
lita dei pazienti, perché aumentano notevolmente il rischio di
infezioni, che vanno prevenute tramite una profilassi con an-
tibiotici e/o un trattamento sostitutivo con immunoglobuline
in tutti i pazienti che presentano aplasia midollare.

I meccanismi in base ai quali tale aplasia si manifesta in al-
cuni pazienti e altri no sono ancora poco conosciuti. Un fol-
low-up piu lungo dei pazienti trattati con CAR T-cells permet-
tera di avere maggiori informazioni al riguardo e valutare se
potranno svilupparsi o meno altri effetti ‘on-target, off-tumor’
(per esempio, seconde neoplasie).

Citopenie prolungate

Nonostante l'attenzione dei ricercatori, in tema di sicurezza
delle CAR T-cells, si sia concentrata soprattutto sulla CRS e
sulla neurotossicita, che sono complicanze ‘nuove’ rispetto
a quelle delle terapie antitumorali piu convenzionali, I'espe-
rienza finora maturata con le CAR T-cells antiCD-19 approvate
dalle autorita regolatorie ha evidenziato che un’altra tossicita
da non trascurare e rappresentata dalle citopenie prolungate,
fra le qualirientra anche I'aplasia delle cellule B, che espongo-
no il paziente a un rischio aumentato di infezioni.
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Le citopenie si sono rivelate l'effetto avverso di grado > 3 os-
servato con maggiore frequenza con tisagenlecleucel e axi-cel
e si e visto che possono persistere per svariate settimane (an-
che mesi) dopo l'infusione e avere un'incidenza paragonabile a
quella associata alle tradizionali chemioterapie di salvataggio.

Sebbene non siano ancora del tutto noti, i fattori piuimportan-
ti correlati allo sviluppo di citopenie sembrano essere il regi-
me di condizionamento, le citochine rilasciate durante la CRS,
la sindrome da attivazione macrofagica e I'esposizione prece-
dente a molteplici regimi chemioterapici.

Le citopenie piu comuni sono la trombocitopenia severa (11-
38% nei due studiregistrativi) e la neutropenia, inclusa la neu-
tropenia febbrile (17-37%). Ciononostante, I'impiego dei fattori
di crescita mieloide, in particolare il GM-CSEF, non € raccoman-
dato nelle prime 3 settimane post-infusione e finché un’even-
tuale CRS non si sia risolta, perche si e visto che i pazienti nei
quali si ha neurotossicita grave presentano livelli elevati di
G-CSF e GM-CSE, che potrebbero essere correlati allo sviluppo
di quest’evento avverso.
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Che cos’hanno insegnato finora gli studi

sulle CAR T-cells anti-CD19

Dai risultati degli studi registrativi che hanno coinvolto le
due terapie con CAR T-cells anti-CD19 ad oggi approvate dalle
agenzie regolatorie (tisagenlecleucel e axi-cel) e dai primi dati
di ‘real life’ gia disponibili, sono emersi alcuni principi clinici
generalizzabili che, sebbene necessitino di ulteriori conferme
nel lungo periodo, possono gia orientare i medici e i ricercatori
attivi in questo campo in rapidissima evoluzione (tabella 1).

Le terapie precedenti possono impattare su

composizione e funzione delle cellule T

Prima di essere sottoposti all'infusione, i pazienti potrebbero
aver fatto varie terapie (per esempio, la chemioterapia linfo-
depletiva, anticorpi con lunga emi-vita o terapie orali conti-
nuative come gliinibitori delle tirosin-chinasi) che potrebbero
impattare in vario modo sulle cellule T utilizzate come mate-
riale di partenza per la produzione delle CAR T-cells, e ci sono
prove che la funzionalita del prodotto e influenzata dalla com-
posizione dei sottogruppi di cellule T circolanti al momento
del prelievo. Anche la composizione in cellule T del prodotto
finale e importante e influenzata dal materiale di partenza.
Per esempio, si e visto che la presenza di un subset di cellule
naive/della memoria centrale CCR7+ correla con un picco di
espansione delle CAR T-cells e con un funzionamento ottima-
le, e cheipazienti ottengono risultati migliori quando si utiliz-
zano subset capaci di secernere tipi diversi di citochine.

Un esempio di terapia in grado di influire sulle cellule T & rap-
presentato dall'inibitore di BTK ibrutinb, che, oltre a inibire la
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proliferazione delle cellule B tumorali, stimola la produzione
di linfociti Th 1. Inoltre, pazienti che erano stati trattati con
ibrutinib prima dell'infusione con le CAR T-cells hanno mo-
strato una maggiore espansione ex vivo delle cellule e un mag-

Alcune lezioni apprese dagli studi condotti fino ad
oggi con le CAR T-cells anti-CD19

* Le terapie effettuate dal paziente prima della leucafe-
resi possono influire sulla composizione del materiale
di partenza per la produzione delle CAR T-cells.

La chemioterapia linfodepletiva praticata prima
dell'infusione favorisce espansione e persistenza del-
le CAR T-cells infuse.

Un carico tumorale elevato prima del trattamento é as-
sociato a risultati peggiori.

L'espansione delle CAR T-cells nell'organismo del pazien-
te € necessaria per ottenere una risposta al trattamento.

Raggiungere una risposta completa o molecolare € es-
senziale ai fini dell'outcome.

La tossicita della terapia e correlata all'espansione
delle CAR T-cells.

Diversi meccanismi contribuiscono allo sviluppo di
resistenza alla terapia con CAR T-cells.

Tabella 1.
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giore attecchimento in vivo rispetto a quelli che non avevano
ricevuto l'inibitore.

Pertanto, un obiettivo clinico emergente e quello di utilizzare
trattamenti che ottimizzino la funzionalita delle cellule T cir-
colanti prima dellaraccolta perlaproduzione delle CAR T-cells.

L'utilita della chemioterapia linfodepletiva

E stato ampiamente dimostrato che sottoporre i pazienti a
una chemioterapia linfodepletiva prima dell'infusione mi-
gliora I'efficacia delle CAR T-cells, in quanto crea un ambiente
favorevole per la loro espansione, una volta infuse. Il regime
linfodepletante attualmente piu utilizzato e costituito da ci-
clofosfamide e fludarabina somministrate per 1-3 giorni. La ci-
clofosfamide ha mostrato in modelli murini di ridurre il carico
tumorale e nel contempo di migliorare I'espansione e la per-
sistenza delle CAR T-cells, in parte riducendo le cellule Treg,
modificando il profilo citochinico e riducendo le risposte im-
muni anti-CAR T-cells; 'aggiunta della fludarabina favorisce
una persistenza piu duratura delle CAR T-cells. Un'ulteriore
ottimizzazione del regime linfodepletante potrebbe aumenta-
re ancor di piu espansione e persistenza delle cellule infuse,
riducendo la tossicita del trattamento.

Un carico di malattia elevato e associato ad

outcome peggiori

Sia nel linforma diffuso a grandi cellule B, sia nella leucemia
linfoblastica acuta a cellule B, sia nellaleucemia linfatica cro-
nica, un alto carico di malattia iniziale aumenta il rischio di
avere una risposta limitata al trattamento con gli agenti stan-
dard. Allo stesso modo, un carico elevato di malattia prima
dell'infusione delle CAR T-cells sta emergendo come fattore
predittivo di outcome sfavorevole, quanto meno per le leuce-
mie. Per esempio, nella leucemia linfoblastica acuta a cellule
B si € osservato che i pazienti con piu del 5% di blasti nel mi-
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dollo osseo prima del trattamento hanno avuto risposte meno
durature rispetto a quelli con una quantita di blasti inferiore.
Inoltre, un alto carico di malattia ha mostrato di essere un fat-
tore predittivo dello sviluppo di CRS. Il carico di malattia po-
trebbe essere un surrogato imperfetto dell'eterogeneita clona-
le, dell'evasione immunitaria o di altri processi che potrebbero
contribuire allo sviluppo di resistenza alla terapia. Pertanto,
strategie mirate a ridurre tale carico prima della somministra-
zione delle CAR T-cells potrebbero migliorare gli outcome.

Espansione delle CAR T-cells fattore chiave per

larisposta

Espansione e persistenza delle CAR T-cells stanno dimostran-
do di essere forti fattori predittivi di risposta a questa tera-
pia. Per esempio, in uno studio recente del gruppo di James
Kochenderfer, pazienti con linfoma diffuso a grandi cellule B
che hanno ottenuto una risposta completa o parziale hanno
mostrato un picco di concentrazione delle CAR T-cells sei vol-
te superiore rispetto a quelli nei quali la malattia si era solo
stabilizzata o aveva progredito. Anche nello studio registrati-
vo ZUMA-1 il picco e il numero cumulativo delle CAR T-cells
(axi-cel) sono risultati predittivi dell'outcome. Sebbene possa
anche succedere che un paziente non risponda al trattamento
nonostante una forte espansione delle cellule somministra-
te, in genere un'espansione debole € associata a un fallimento
terapeutico. Molti gruppi di ricerca, quindi, stanno lavorando
attivamente per migliorare la struttura dei CAR in modo da au-
mentare 'espansione delle cellule infuse, al fine di favorire un
miglioramento dei risultati clinici.

Raggiungere una risposta completa e impoxr-

tante ai fini dell’'outcome

Nel caso di neoplasie aggressive a cellule B come il linfoma
diffuso a grandi cellule B o la leucemia linfoblastica acuta, la
durata della risposta alla chemioterapia e breve se i pazien-
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ti non raggiungono una risposta completa. Invece, nel caso di
neoplasie tipicamente indolenti come la leucemia linfatica
cronica, si possono avere risposte durature anche in presenza
di una risposta solo parziale, sebbene I'outcome sia in genere
migliore in caso di risposta completa. Anche se le CAR T-cells
hanno un meccanismo d'azione totalmente diverso rispetto
alla classica chemioterapia, sembra che raggiungere una ri-
sposta profonda sia comunque un fattore chiave per il succes-
so di questo trattamento. Nello studio ZUMA-1, per esempio, la
percentuale di risposta completa é risultata inizialmente del
54% e dopo un follow-up mediano di 8,7 mesi era ancora del
39%, mentre i pazienti che hanno raggiunto una risposta par-
ziale hanno recidivato entro 2 mesi. Tuttavia, negli studi sulla
leucemia linfoblastica acuta, nonostante il trattamento con
le CAR T-cells si sia associato ad alte percentuali di risposta
completa con MRD negativa, molti pazienti in seguito hanno
recidivato. Dunque, le CAR T-cells sono in grado di indurre ri-
sposte profonde e sembra che il raggiungimento di una rispo-
sta profonda sia essenziale per il successo del trattamento,
ma resta da stabilire quale sia il grado di profondita adeguato
per ciascuna patologia.

Tossicita della terapia correlata all’espansio-
ne delle CAR T-cells

Diversi studi hanno evidenziato una forte correlazione tra
espansione delle CAR T-cells e neurotossicita. Allo stesso
modo, la CRS e correlata con i livelli di citochine circolanti,
che a loro volta possono essere correlati alla funzionalita del-
le CAR T-cells. In alcuni trial, anche caratteristiche della pa-
tologia di base come l'infiltrato midollare e il carico tumorale
hanno mostrato di poter influire sullo sviluppo di queste com-
plicanze del trattamento.

Finora, il trattamento delle tossicita si &€ basato per lo piu
sull'utilizzo dei corticosteroidi e, nel caso della CRS, di anti-
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corpi anti-IL-6 (tocilizumab]). Sebbene questi agenti possano
limitare 'espansione delle CAR T-cells e ridurre i livelli di ci-
tochine circolanti, in generale sembrano non impattare nega-
tivamente sulle percentuali di risposta, forse perché i pazienti
che sviluppano tali effetti avversi hanno gia un numero suffi-
ciente di CAR T-cells funzionali circolanti. Una strada possibi-
le per mitigare la tossicita potrebbe essere quella di effettuare
una profilassi e i risultati dei primi studi nei quali si e testata
questa strategia sembrano essere promettenti.

Diversi meccanismi di resistenza

La terapia con CAR T-cells puo non funzionare per diverse
ragioni. Alcuni pazienti non rispondono fin dall'inizio, il che
potrebbe dipendere da una mancata espansione delle cellule
infuse 0 da una resistenza intrinseca del tumore; altri inizial-
mente rispondono, ma finiscono poi per ricadere.

Nella leucemia linfoblastica acuta a cellule B, si sono osser-
vate recidive legate a uno switch della linea cellulare da una
leucemia linfoide CD19-positiva a una leucemia mieloide
CD19-negativa oppure a mutazioni o splicing alternativo del
gene CD19, che danno origine a recidive CD19-negative (fuga o
evasione antigenica).

Un altro meccanismo di resistenza e legato al fatto che le CAR
T-cells possono non persistere sufficientermnente a lungo e che
si ha una ripresa delle cellule tumorali CD19-positive una vol-
ta che le CAR T-cells si sono ridotte di numero.

Altra possibilita e I'esaurimento funzionale delle CAR T-cells
mediato dal tumore. L'esame di biopsie di pazienti con linfo-
ma diffuso a grandi cellule B eseguite prima e dopo l'infusione
delle CAR T-cells anti-CD19, per esempio, ha evidenziato una
variazione significativa del microambiente tumorale dopo
il trattamento, caratterizzata da una sovraregolazione dei
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chekpoint immunitari. Sulla base di questo riscontro, sono gia
stati avviatii primi studi in cui si stanno valutando CAR T-cel-
s in combinazione con inibitori dei checkpoint immunitari.

Infine, sta emergendo come possibile causa di resistenza la
presenza di CAR-blasti, cioe cellule leucemiche che esprimo-
no il CAR. I pazienti con malattia refrattaria hanno spesso cel-
lule leucemiche circolanti nel sangue che vengono raccolte
durante la leucoaferesi assieme alle cellule T. Di norma, que-
ste cellule tumorali vengono uccise dalle cellule T trasdotte
con il CAR durante il processo di produzione. Tuttavia, sono
stati segnalati casiin cuianche la cellulaleucemica viene tra-
sdotta conil gene del CAR, il quale, una volta espresso sulla su-
perficie della cellula, si pensa possa bloccare il CD19 presente
anch’esso sulla sua superficie, impedendo il riconoscimento
e l'attacco da parte delle CAR T-cells, e cio ha portato alla com-
parsa di cellule leucemiche recidivanti esprimenti il CAR.
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Fattori predittivi di outcome positivi della terapia con
CAR T-cells:

basso carico di malattia iniziale;
chemioterapia linfodepletiva prima dell'infusione;

espansione elevata delle cellule T una volta infuse nel
paziente;

raggiungimento di una risposta profonda.

Fattori predittivi di tossicita:
e alto carico tumorale;

« forte espansione delle CAR T-cells;
e rilascio massiccio di citochine.

Possibili meccanismi di resistenza:
switch da fenotipo linfoide a fenotipo mieloide;

mutazioni o splicing alternativo del gene CD19 (fuga
antigenica) ;

esaurimento funzionale delle CAR T-cells mediato dal
tumore;

presenza di blasti che esprimono il CAR.
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CAR T-cells, una terapia possibile

anche peritumori solidi?

A partire dal 2010 fino ad oggi, la terapia con CAR T-cells diret-
te contro I'antigene CD19 ha dato risultati molto incoraggian-
ti nei tumori ematologici delle cellule B, risultati che stanno
aprendo unanuova frontiera nel trattamento di queste neopla-
sie, con percentuali di remissione che in alcuni casi superano
i1 90%. Per questo motivo, gli sforzi dei ricercatori si sono pre-
sto indirizzati anche verso un possibile impiego dell'inmuno-
terapia cellulare con CAR T-cells anche nei tumori solidi.

Tuttavia, nonostante i progressi compiuti nella messa a pun-
to di CAR T-cells sempre piu efficaci e persistenti, le neopla-
sie solide restano ancora una terra di conquista per questa
forma di immunoterapia cellulare. Gli studi condotti finora,
infatti, oltre ad essere molto piu preliminari rispetto a quel-
li sui tumori del sangue, hanno dato risultati decisamente
meno favorevoli. Nonostante dati preclinici positivi, non si
sono ancora osservati guadagni clinici realmente significati-
vi e aleggia ancora un certo scetticismo sul fatto che le CAR
T-cells potranno avere nei tumori solidi lo stesso successo
ottenuto in quelli ematologici.

Molte sfide da superare

La messa a punto di CAR T-cells adatte al trattamento di le-

sioni neoplastiche solide, infatti, € complessa e ostacolata da

diversi fattori, tra cui:

e difficolta di trovare antigeni adatti;

e microambiente tumorale ostile e immunosoppressivo;

e scarsa capacita delle CAR T-cells di raggiungere il turmore da
colpire;
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Dott.ssa Alessandra Curioni-Fontecedro

Le CAR T-cells nei tumori solidi: mito o realta?

[©) GUARDA IL VIDEO

e proliferazione e persistenza limitate nell'ospite;
e forte barriera stromale in alcuni tumori.

Difficile trovare antigeni idonei da colpire

Alcuniritengono che trovare antigeni adatti per colpire tumori
solidi sia l'ostacolo principale nella creazione di CAR T-cells
realmente efficaci contro queste neoplasie e che potrebbe ri-
velarsi nella maggior parte dei casi troppo difficile.

Innanzitutto, si ritiene che la stragrande maggioranza degli

antigeni tumorali si trovi all'interno delle cellule tumorali, e
quindi fuori dalla portata delle CAR T-cells, che possono le-
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garsi solo agli antigeni presenti sulla superficie cellulare. In
secondo luogo, gli sforzi per identificare antigeni presenti uni-
camente sulla superficie dei tumori solidi finora sono stati in
gran parte infruttuosi.

Ancor piu che nelle neoplasie ematologiche, si e rivelato molto
difficile costruire un CAR diretto contro un antigene espresso
solo sul tumore, manon nel tessuto sano, mantenendo l'effica-
cia e nel contempo limitando la tossicita al di fuori del tessuto
tumorale. Pertanto, la maggior parte degli studi su CAR T-cells
utilizzate contro neoplasie solide ha evidenziato finora tos-
sicita gravi, e in presenza di CAR T-cells potenti persino una
bassa espressione degli antigeni bersaglio in tessuti distanti
dal tumore ha mostrato di poter dar luogo a effetti devastanti.
Per esempio, la sommministrazione di una dose elevata di CAR
T-cells dirette contro ERBB2 in un paziente affetto da carci-
noma del colon-retto ha causato un’insufficienza multiorga-
no, con una tossicita polmonare acuta, dovuta all’'espressione
dell'antigene sull’'epitelio polmonare, che ha portato al deces-
so del paziente entro 5 giorni dall'infusione delle cellule. Alcu-
ni antigeni tumore-specifici sono stati identificati; tuttavia, le
CAR T-cells sviluppate contro di essi, pur mostrando un profilo
di sicurezza piu favorevole, si sono rivelate scarsamente effi-
caci nei pazienti, portando, nella maggior parte dei casi, non
piu che a una stabilizzazione della malattia.

Il microambiente tumorale ‘rema contro’

Ancheipotizzando diriuscire a identificare e colpire l'antigene
perfetto per una neoplasia solida, un altro ostacolo chiave per
il trattamento di questi tumori e che i componenti del micro-
ambiente circostante concorrono in vario modo a sopprime-
re la risposta immunitaria, per esempio, tramite componenti
cellulari come le cellule T regolatorie (Treg) o le cellule sop-
pressive di derivazione mieloide (MDSC] e citochine immuno-
soppressive come I'IL-10,1'IL-4 0 il TGF- o altri fattori come l'e-
spressione dell'enzima indolamina 2,3 diossigenasi (IDO), che
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blocca la proliferazione e la sopravvivenza delle cellule T, la
deplezione di glucosio, la deprivazione di nutrienti, I'acidosi.
D’altro canto, le stesse CAR T-cells, una volta attivate, esprimo-
no recettori ad azione immunorepressiva, tra cui PD-1, CTLA-4
o Fas, che in seguito all'interazione coi rispettivi ligandi sop-
primono la risposta delle cellule T.

Difficolta nel raggiungere il tumore da colpire

Mentre nel caso delle neoplasie ematologiche le cellule tumora-
li da colpire circolano nel sangue e sono raggiungibili ‘semplice-
mente’ eseguendo un'infusione endovenosa delle CAR T-cells,
la localizzazione dei tumori solidi, a volte poco vascolarizzati e
circondati da vari strati di cellule, rende piu difficile trovare un
modo per far arrivare le CAR T-cells al turmore bersaglio.

Barriera stromale da penetrare

Inoltre, alcuni tumori solidi hanno una forte barriera stromale
che ostacola la penetrazione delle CAR T-cells nella lesione e ci
sono evidenze crescenti che un trattamento efficace dei tumori
avanzati richieda la rottura di questa barriera e l'eliminazione
delle cellule dello stroma, quest'ultimna mediata dal rilascio di
IFN-y e accompagnata da un'infiltrazione di macrofagi M1.

Diverse strategie possibili per superare gli

ostacoli

Per tutte queste ragioni, alcuni autori ritengono che altre forme
di immunoterapia, cellulare e non, possano essere piu adatte
delle CAR T-cells per il trattamento dei tumori solidi. Non c’e
dubbio che finora, per queste neoplasie, 'immunoterapia con
gli inibitori dei checkpoint immunitari (come l'anti-CTLA-4 ipi-
limumab e gli anti-PD-1 pembrolizumab e nivolumab]) e I'im-
munoterapia cellulare con linfociti infiltranti il tumore (TIL)
abbiano avuto molto piu successo rispetto alle CAR T-cells.

Per questo motivo, una possibilita al vaglio dei ricercatori e
quella di combinare le cellule T ‘riprogrammate’ con questi

RICERCA ITALIANA




due tipi di immunoterapia, nella speranza di ottenere un effet- Cellule T ‘armored’

to sinergico e aumentarne in tal modo l'efficacia nei confronti Per superare il problema del microambiente tumorale immu-

delle neoplasie solide. nosoppressivo, diversi gruppi stanno progettando CAR T-cells
‘armored’ con CAR dotati di domini aggiuntivi rispetto a quelli

canon si ferma, vi sono molti trial in cor-

so sulle CAR T-cells come possibile trat-
tamento per i tumori solidi e sono allo
studio diverse strategie che permettano
disuperare gli ostacoli sopra menzionati.

CAR T-cells di quarta generazione e ap-
proccio su tre fronti
Secondomolti autori, perriuscire amettere

A

Auto-rinnovamento

a punto CAR T-cells efficaci contro i tumori C ilneiib;féocrll;oim
solidi bisognera arrivare a produrre CAR di immunitari

quarta generazione, adottando un approc-

l cio che coinvolga tre fronti (figura 1):

AT

Produzione
di citochine

1) costruire un CARin grado dilegarsi con
alta affinita non solo a uno, ma a piu di
un antigene tumorale;

2] selezionare un sottogruppo di cellule T
con una potente capacita di migrazione
verso la sede tumorale e di auto-rinno-
varmento, al fine di garantire una persi-
stenza e un'isnmunita prolungate;

¥

tumorale

’ Persistenza
aumentata

3) capacita di sinergizzare con la rispo-
sta endogena dell'ospite ai neoantige-
ni tumorali.

) o ] ] . Risposta dell'ospite
Fino a oggi, infatti, agire su uno solo di migliorata
questi aspetti non e stato sufficiente per
ottenere risposte durature da parte di

tumori solidi aggressivi. Figura 1
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vertire i segnali soppressivi in segnali attivanti, al fine di au-
mentare efficacia e persistenza di queste cellule.

Ricercatori del Memorial Sloan Kettering Cancer Center
di New York, per esempio, sono al lavoro per produrre CAR
T-cells dotate di queste proprieta, ma non sono gli unici.

Visonodiverse varianti di CAR T-cells ‘ar-
mored’ allo studio; tra le piu promettenti
vi sono quelle ingegnerizzate in modo da
secernere la citochina infiammmatoria IL-
12 (di norma prodotta non dalle cellule
T, ma da cellule dendritiche, macrofagi
e neutrofili), oppure esprimere sulla loro
superficie le proteine CD40L o 4-1BBL.
Queste molecole hanno dimostrato di
aumentare l'efficacia e la persistenza
delle CAR T-cells in un microambiente
tumorale ostile attraverso diversi mecca-
nismi. Per esempio, la secrezione costi-
tutiva di IL-12 da parte di CAR T-cells ap-
positarmmente modificate pud aumentare
l'efficacia di queste cellule modulando
il microambiente tumorale attraverso la
stimolazione autocrina delle CAR T-cells
stesse, la soppressione delle cellule Treg,
la riprogrammazione dei macrofagi asso-
ciati ai tumori e 'aumento della secrezio-
ne di IL-12 da parte delle cellule dendriti-
che (figura 2).

Alcune applicazioni promet-
tenti

Glioblastoma
La neoplasia solida che sembra rappre-
sentare una delle applicazioni piu pro-
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mettenti delle CAR T-cells in questo ambito € il glioblastoma
ricorrente, un tumore cerebrale molto aggressivo, grazie all'e-
spressione dell'antigene EGFRVIII, specifico di questo tumore,
ma anche dell'antigene IL-13Ra?2 (recettore alfa?2 dell'lL-13),
sovraespresso da piu del 50% dei glioblastomi e associato a
una bassa percentuale di sopravvivenza.

CAR T-cells

- Stimolazione autocrina

- 1 proliferazione/
sopravvivenza

- 1 produzione di
citochine
infiammatorie (IFN-y)

Cellule T endogene
- 1 proliferazione/
sopravvivenza .. ®
- 1 produzione di iti
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Cellule tumorali
- Lisi diretta
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@ ..O
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Cellule Treg - Riprogrammazione
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— Q@
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e @» CAR ®o 0 IL12 & Recettore IL-12
Figura 2
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Uno studio recente su pazienti con glioblastoma ricorrente
trattati con CAR T-cells anti-EGFRvIII ha dimostrato la sicurez-
za e la fattibilita di quest’approccio, ma ha anche evidenziato
un'alta frequenza di perdita dell'antigene.

Invece, in uno studio pilota pubblicato sul New England Jour-
nal of Medicine, la somministrazione intracranica di CAR
T-cells anti- IL-13Ra2 in un paziente con glioblastoma ricor-
rente multifocale si & associata a una risposta obiettiva man-
tenutasi per 7,5 mesi.

L'esperienza dell’'Ospedale Bambino Gesu sul neuroblastoma
Presso1'Ospedale Pediatrico Bambino Gesu di Roma € in corso
uno studio di fase 1/2 (NCT03373097]) nel quale si stanno va-
lutando sicurezza ed efficacia di CAR T-cells di terza genera-
zione dirette contro 'antigene GD2 (GD2-CARTO01) ‘home made
Pediatrico’, cioe prodotte presso 1'Officina Farmaceutica del
Bambino Gesu, su pazienti affetti da neuroblastoma (il tumore
extracranico piu comune in eta pediatrica) recidivati/refratta-
ri e/o ad alto rischio.

Per la fase 1, ormai conclusa, sono stati arruolati e trattati 9
pazienti. Sul fronte della sicurezza, tutti hanno sviluppato
una CRS, che in tuttii casi, tranne uno, € stata di grado 1-2, tutti
hanno sviluppato neutropenia, sei su 9 anche trombocitope-
nia, ma non si sono registrati episodi di neurotossicita. I dati
di farmacocinetica sono molto positivi, perché mostrano che
queste CAR T-cells si espandono nel paziente ancora di piu
rispetto a quanto osservato nella leucemia, in modo indipen-
dente dal dosaggio. Anche i primi risultati di efficacia sono in-
coraggianti e I'imaging ha dimostrato che si puo ottenere una
risposta parziale o completa gia dopo 6 settimane dall'infusio-
ne non solo sul tumore primitivo, ma anche sulle metastasi
ossee e linfonodali.
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CAR T-cells contro i sarcomi

All'ultimo congresso dell’American Association for Cancer Re-
search (AACR) sono stati presentati i risultati di uno studio di
fase 1 nel quale un gruppo del Baylor College of Medicine di
Houston, coordinato da Shoba Navai, ha testato la combinazio-
ne diunachemioterapialinfodepletante seguita dal trattamen-
to con CAR T-cells dirette contro la proteina HER? in pazienti
affetti da sarcoma ricorrente/refrattario HER2+, ottenendo ri-
sultati incoraggianti sia in termini di sicurezza sia di efficacia.

I ricercatori sono partiti dal presupposto che circa il 40% dei
pazienti affetti da osteosarcoma esprime HER?Z sulla superfi-
cie delle cellule tumorali e che 'HER2-positivita aumenta il
rischio di metastasi; vista l'inefficacia dimostrata da farma-
ci mirati anti-HER2 come trastuzumab contro questi tumori,
il team ha pensato di provare un trattamento con CAR T-cells
dirette contro questo bersaglio, preceduto da una linfodeple-
zione chemioterapica.

Il trial ha coinvolto 10 pazienti (cinque con osteosarcoma, tre
con rabdomiosarcoma, uno con sarcoma di Ewing e uno con
sarcoma sinoviale; uno, affetto da rabdomiosarcoma, é stato
riarruolato e ritrattato) sia adulti sia pediatrici, affetti da sar-
corma HER2+ refrattario/metastatico. I partecipanti sono stati
sottoposti a un massimo di tre infusioni da 100 milioni di cel-
lule/m? dopo la linfodeplezione con fludarabina o fludarabina
piu ciclofosfamide.

Il trattarmento si e rivelato ben tollerato. 8 pazienti su 11 han-
no sviluppato una CRS di grado 1-2 entro 24 ore dall'infusione,
ma il problema si é risolto completamente dopo la sommini-
strazione di una terapia di supporto entro 5 giorni dall’esordio.
Inoltre,inalcuni pazientisie osservatounbeneficioclinico. Le
CAR T-cells somministrate si sono espanse e nel 100% dei casi
erano ancora rilevabili nell'organismo 6 settimane dopo I'in-
fusione. In un paziente affetto da osteomiosarcoma con meta-
stasi polmonari si & osservata una risposta completa mante-

RICERCA ITALIANA




nutasi per almeno 12 mesi. Un paziente con rabdomiosarcoma
e metastasi midollari ha ottenuto una risposta completa per
12 mesi, ma poi ha recidivato ed e stato quindi ritrattato con
le CAR T-cells, raggiungendo di nuovo una risposta completa
perdurata per circa 17 mesi. In tre pazienti si € osservata una
stabilizzazione della malattia, mentre cinque sono andati in-
contro a una progressione del tumore.

Gli autori concludono che le CAR T-cells anti-HER?2 da loro te-
state meritano di essere ulteriormente valutate in uno studio
di fase 2, da sole 0 in combinazione con un altro approccio.

CAR T-cells anti-mesotelina

Uno degli antigeni bersaglio piu promettenti nello sviluppo di
CAR T-cells destinate al trattamento di tumori solidi € senza
dubbio la mesotelina, che é sovraespressa sulle cellule di al-
cune delle neoplasie piu aggressive, come il mesotelioma e il
tumore al pancreas, ma non solo. Attualmente, diversi gruppi
di ricerca stanno lavorando alla messa a punto di CAR T-cells
dirette contro questo target.

Per esempio, ricercatori dell'NCI, guidati da Steven Rosenberg,
stanno conducendo uno studio di fase 1/2 (NCT01583686) nel
quale si stanno valutando la sicurezza, la dose ottimale e l'ef-
ficacia di CAR T-cells anti-mesotelina in pazienti con diversi
tipi di tumori (ovarico, della cervice uterina, pancreatico, pol-
monare e mesotelioma) metastatici o non resecabili che espri-
mono la proteina, gia trattati senza successo con almeno una
terapia sistemica standard.

Un altro centro che sta lavorando su CAR T-cells di questo
tipo € il Pancreatic Cancer Research Center della University
of Pennsylvania. Nel marzo scorso, Gregory L. Beatty, direttore
della ricerca traslazionale, ha presentato all'Immunotherapy
of Cancer Clinical Immuno-Oncology Symposium organizzato
dall’ASCO i dati di uno studio di fase 1 nel quale si stanno uti-
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lizzando CAR T-cells anti-mesotelina messe a punto presso il
suo centro in pazienti con carcinoma pancreatico. Questo an-
tigene, infatti, & sovraespresso nelle cellule dell'adenocarci-
noma duttale del pancreas. Beatty e i colleghi hanno valutato
sicurezza, fattibilita e attivita del trattamento con CAR T-cells
anti-mesotelinain sei pazienti affetti da adenocarcinorma dut-
tale del pancreas metastatico e refrattario, gia trattati con al-
meno due linee di terapia. Le CAR T-cells sono state infuse tre
volte alla settimana peruntotale di 9 dosi. Non si sono osserva-
te tossicita dose-limitanti né casi di CRRS. Gli eventi avversi piu
cormuni sono risultati l'affaticamento e il dolore addorminale,
che potrebbero essere correlati al tumore in sé stesso. La mi-
gliore risposta obiettiva osservata e stata una stabilizzazione
della malattia in due pazienti, nei quali si e osservata una PFS
rispettivamente di 3,8 e 5,4 mesi. A un mese dal trattamento,
tutte le metastasi epatiche si erano ridotte completamente,
mentre la lesione primaria non e risultata intaccata dalle CAR
T-cells. Secondo gli autori, comunque, lo studio dimostra che
le CAR T-cells anti-mesotelina possono avere un'attivita bio-
logica nei pazienti con carcinoma pancreatico, sebbene nella
specifica sede anatomica della malattia possano intervenire
meccanismi di evasione differenti.

Sta lavorando su CAR T-cells dirette contro questo bersaglio
anche un gruppo del Memorial Sloan Kettering Cancer Cen-
ter, coordinato da Prasad S. Adusumili. All'ultimmo congresso
dell’AACR, I'autore ha presentato i dati incoraggianti di sicu-
rezza ed efficacia di un trial di fase 1 su pazienti affetti da neo-
plasia maligna pleurica (correlata a un mesotelioma pleurico
primario o a una rmalattia metastatica secondaria) sottoposti
a una singola somministrazione intrapleurica di CAR T-cells
anti-mesotelina (con o senza un precondizionamento con ci-
clofosfamide). Lo studio ha coinvolto 21 pazienti (di cui 19 con
mesotelioma primario], circa il 40% dei quali gia trattati con
diversi cicli di chemioterapia. Il trattamento si € dimostrato
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sicuro, senza tossicita ‘on-target, off-tumor’, e sono emerse evi-
denze di attivita antitumorale, hanno riferito gli autori. Alcu-
ni pazienti sono stati trattati anche con un inibitore di PD-1 e
in questo gruppo la percentuale di risposta e risultata del 73%.
Adusumili ha detto che questi dati rappresentano “la prima
storia di successo della terapia a base di CAR T-cells nei tumo-
ri solidi”. Alla luce di questi risultati incoraggianti, il team ha
gia pianificato uno studio su una combinazione di CAR T-cells
anti-mesotelina e inibitori dei checkpoint immunitari, che do-
vrebbe partire nel secondo trimestre del 2019.

Questi risultati presentati agli ultimi congressi stanno ini-
ziando a cambiare lievemente la percezione dei clinici riguar-
do alle possibilita di applicazione e di successo della terapia
con CAR T-cells nei tumori solidi. Tuttavia, la ricerca su que-
sto fronte ha ancora molta strada da fare, perché bisognera
innanzitutto verificare se l'attivita incoraggiante preliminare
si mantiene anche nel lungo periodo. Gli ultimi studi, inoltre,
sembrano suggerire che nel caso dei tumori solidi questo trat-
tamento potrebbe richiedere piu di un'infusione e che le CAR
T-cells potrebbero dover essere usate non in alternativa, bensi
in combinazione con altri approcci terapeutici; una possibili-
ta, questa, che tra l'altro riporta in primo piano la questione di
non poco conto dei costi del trattamento.
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Tisagenlecleucel,

le CAR T-cells anti-CD19 di Novartis

Tisagenlecleucel (noto inizialmente con la sigla CTLO19) e
stata la prima terapia a base di CAR T-cells in assoluto ad es-
sere approvata dalle agenzie regolatorie statunitense ed euro-
pea, Fda ed Ema.

Il prodotto e stato messo a punto inizialmente all'Universita
della Pennsylvania dal gruppo di Carl June e poi, dopo la firma
di uno storico accordo tra l'ateneo statunitense e Novartis nel
2012, sviluppato ulteriormente e messo in commercio dalla
multinazionale, con il marchio Kymriah.

Che cos’e tisagenlecleucel

Tisagenlecleucel € un'immunoterapia cellulare a base di CAR
T-cells di seconda generazione che hanno come bersaglio l'anti-
gene CD19, presente in modo ubiquitario sulla superficie delle
cellule della linea B e su quelle dei tumori derivati da cellule B.

Il prodotto e costituito da cellule T autologhe estratte dal san-
gue del paziente, riprogrammate geneticamente in laboratorio
in modo da esprimere un CAR capace diriconoscere l'antigene
CD19, legarsi alle cellule che esprimono quest’antigene sulla
loro superficie, e, di conseguenza, attivarsi ed eliminarle.

Come si produce tisagenlecleucel

Una volta separate dal sangue periferico mediante leucaferesi
(processo cherichiede da 2 a 3 ore), le cellule T vengono invia-
te al sito di produzione, dove vengono poste in coltura, attiva-
te, trasdotte con un transgene chimerico codificante peril CAR
caratteristico di tisagenlecleucel, utilizzando come vettore un
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lentivirus (eliminato dopo 3 giorni di coltura) ed espanse. Le
CAR T-cells cosi ottenute vengono quindi concentrate, lavate
e, infine, criopreservate in un mezzo infusibile, per garantirne
la sopravvivenza durante il trasporto al centro dove saranno
somministrate al paziente.

Attualmente, Novartis produce le sue CAR T-cells presso due
impianti produttivi: quello di Morris Plains, nel New Jersey (il
primo a ricevere l'autorizzazione dell'Fda per la produzione di
un'immunoterapia cellulare negli Stati Uniti e il sito dove sono
state finora prodotte le cellule necessarie a tutti i pazienti che
hanno partecipato ai trial di Novartis), e il Fraunhofer Institut
fur Zelltherapie di Lipsia, in Germania, che grazie a una partner-
ship allargata con Novartis attualmente supporta la produzione
di tisagenlecleucel per le sperimentazioni cliniche globali e per
la produzione post-approvazione. La multinazionale potrebbe
pero ampliare presto la sua capacita produttiva grazie all'acqui-
sizione, annunciata nel gennaio scorso, della biotech francese
CELLforCURE, unadelle prime e piuimportanti CDMO (Contract
Development and Manufacturing Organization) che producono
terapie cellulari e geniche in Europa. Nel 2020, inoltre, dovreb-
be partire anche la produzione commerciale di tisagenlecleu-
cel presso lo stabilimento Novartis di Stein, in Svizzera.

Al momento attuale, per la produzione di tisagenlecleucel e il
suo invio nei centri autorizzati al suo impiego occorrono di nor-
ma 3-4 settimane, ma l'azienda continua a lavorare per miglio-
rare il processo produttivo e per ridurre ulteriormente il tempo
‘da vena a vena’ (cioe il lasso di tempo intercorrente tra l'estra-
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zione delle cellule T e la loro infusione nel paziente, una volta
modificate).

Le cellule vengono somministrate mediante una singola infu-
sione endovenosa da 2 a 14 giorni dopo che il paziente e stato
sottoposto alla linfodeplezione chemioterapica.

Attualmente la percentuale di successo nella produzione di
queste CAR T-cells e in media del 93%.

Una volta infuse, le CAR T-cells di tisagenlecleucel si espan-
dono da 1000 a10.000 volte. Il picco di espansione siraggiun-
ge entro 10-14 giorni e, nei pazienti che sviluppano la CRS,
coincide con o segue l'esordio dei sintomi clinici della sindro-
me, che di norma si sviluppa da uno a 21 giorni dopo la prima
infusione. E stato dimostrato che queste CAR T-cells migrano
efficacemente nel midollo osseo e sono state trovate anche
nel fluido cerebrospinale.

Per quanto riguarda la persistenza, sono stati riportati nume-
ri diversi in trial differenti. Studi recenti hanno confermato
la presenza di livelli misurabili di tisagenlecleucel fino a 780
giorni nei pazienti con leucemia linfoblastica acuta.

Il CAR di tisagenlecleucel

I1 CAR di tisagenlecleucel e costituito da una proteina chime-
rica formata da tre parti principali, con una porzione extracel-
lulare e una intracellulare (figura 1). La parte extracellulare
e costituita da un frammento di anticorpo murino a catena
singola (scFv) chericonosce l'antigene CD19 (FMCB63] ed & col-
legata alla parte intracellulare, formata dal dominio co-stimo-
latorio 4-1BB (CD137) e dal dominio di segnalazione CD3 zeta.
I due domini intracellulari svolgono un ruolo essenziale nel
funzionamento di tisagenlecleucel: CD3 zeta e fondamentale
per iniziare l'attivazione delle cellule T e per l'attivita antitu-
morale, mentre 4-1BB aumenta I'espansione e la persistenza
delle CAR T-cells infuse nel corpo del paziente.
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Figura 1. Struttura e meccanismo d’'azione di tisagenlecleucel.

Indicazioni attualmente approvate
Tisagenlecleucel e attualmente indicato negli Usa e nell’'Unio-
ne europea, ma anche in Canada e Australia, peril trattamento
didue tumori ematologici-leucemia linfoblastica acuta a cel-
lule B e linfoma diffuso a grandi cellule B - ed e stato il primo
trattamento in assoluto a base di CAR T-cells a ricevere l'ap-
provazione di un'agenzia regolatoria, oltre ad essere l'unico ad
oggi autorizzato per due indicazioni distinte (figura 2).

Il prodotto € ora disponibile anche per i pazienti italiani. Infat-

ti, I1 7 agosto scorso l'Aifa ha diffuso un comunicato nel qua-
le si afferma che ‘con 'approvazione da parte del Consiglio di
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amministrazione..., si € concluso l'iter procedurale per garan-
tire 'accesso a queste nuove terapie salvavita ad esito di una
negoziazione contrassegnata da uno spirito di responsabile
collaborazione con l'azienda. L'approvazione avviene attra-
verso un nuovo modello di rimborso, il pagamento al risultato
(payment at results), utilizzato da Aifa per la prima volta.

Tisagenlecleucel e stato il primo prodotto a base di CAR T-cel-
s approvato dall’Aifa e reso disponibile per i pazienti italiani
secondo le indicazioni approvate.

L’'accordo siglato raccoglie la sfida posta dall'avvento delle te-
rapie avanzate nel contesto terapeutico italiano e prevede il
ricorso a un sistema innovativo di rimborso basato sui risul-
tati terapeutici della terapia nel tempo. Questa modalita potra
garantire l'accesso ai pazienti idonei alla terapia, preservando
I'obiettivo comune della sostenibilita di sistema.

L'intesa con I'’Aifa prevede, inoltre, che le Regioni identifichino
i centri ematologici autorizzati a erogare il trattamento, centri
che saranno opportunamente qualificati sulle procedure ne-

cessarie a somministrare tisagenlecleucel a cura di Novartis,
in linea con le richieste dell'Ema.

Per quanto riguarda I'Unione europea, oltre all'ltalia, al mo-
mento questa terapia e accessibile, in quanto soggetta a preci-
siaccordi tra Stato e azienda, in Germania, nel Regno Unito, in
Francia, in Spagna e in Norvegia.

Leucemia linfoblastica acuta

Nell'agosto 2017, 1'Fda, con oltre un mese di anticipo rispetto ai
tempi canonici, ne ha autorizzato l'immissione in cormmercio
per il trattamento di pazienti pediatrici e giovani adulti (fino a
25 anni) conleucemia linfoblastica acuta a cellule B refrattari
0 in seconda o ulteriore recidiva.

Un anno dopo (fine agosto 2018), e arrivata anche l'approva-
zione dell'’Ema per un'indicazione analoga: pazienti pediatri-
ci e giovani fino a 25 anni con leucemia linfoblastica acuta a
cellule B refrattari, in recidiva post-trapianto o in seconda o
ulteriore recidiva.

approvazione Fda
per ALL

approvazione Fda
per DLBCL

agosto maggio

approvazione Ema approvazione Aifa
per ALL e DLBCL per ALL e DLBCL
agosto agosto

Figura 2. Timeline delle approvazioni di tisagenlecleucel da parte delle agenzie del farmaco statunitense, europea e italiana.

ALL: leucemia linfoblastica acuta; DLCBL: linforma diffuso a grandi cellule B
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I17agosto 2019, ’Agenzia italiana del farmaco (Aifa) ha dato
il suo via libera alla rimborsabilita di tisagenlecleucel da
parte del Sistema sanitario nazionale (Ssn) per quest’indi-
cazione approvata dall'Ema, presso centri specialistici se-
lezionati dalle Regioni.

Linfoma diffuso a grandi cellule B

Nel maggio 2018,1'Fda ha autorizzato un ampliamento delle in-
dicazioni di tisagenlecleucel, dandogli il suo via libera anche
come trattamento per i pazienti con linfoma diffuso a grandi
cellule B, linfoma a cellule B di alto grado o linfoma diffuso a
grandi cellule B derivante da un linfoma follicolare, gia trattati
con almeno due linee di terapia sistemica.

Poco dopo, nell'agosto 2018, il prodotto e stato autorizzato an-
che dall’'Ema (con la procedura di revisione prioritaria dell’a-
genzia, PRIME, e in contemporanea con la sua approvazione
per la leucemia linfoblastica acuta) per il trattamento dei pa-
zienti adulti con linforma diffuso a grandi cellule B refrattario o
recidivato dopo due o piu linee di terapia sistemica.

I1 7 agosto 2019, I'Aifa ha autorizzato la rimborsabilita di tisa-
genlecleucel da parte dell’'Ssn anche per questa seconda indi-
cazione approvata dal’Ema.

I dati clinici

L'approvazione delle due indicazioni di tisagenlecleucel si
deve principalmente airisultati positivi di due studi multicen-
trici di fase 2 - 1o studio ELIANA per la leucemia linfoblastica
acuta e lo studio JULIET per il linforna diffuso a grandi cellule
B - entrambi pubblicati sul New England Journal of Medicine
(Nejm), rispettivamente 1'1 febbraio 2018 e nel dicembre 2018.

Leucemia linfoblastica acuta: 1o studio ELIANA
Lo studio ELIANA (Determine Efficacy and Safety of CTLO19
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in Pediatric Patients With Relapsed and Refractory B-cell ALL;
NCT02435849) e un trial multicentrico internazionale di fase
2, a singolo braccio, in aperto, nel quale si valutano efficacia e
sicurezza di tisagenlecleucel in pazienti pediatrici o giovani
adulti con leucemialinfoblastica acuta a cellule B recidivante
o refrattaria (r/r). Lo studio € ancora in corso, anche se ha con-
cluso l'arruolamento, e prevede un follow-up dei pazienti per 5
anni dal momento dell'infusione delle CAR T-cells.

Coordinato da Stephan A. Grupp, il professore del Children’s
Hospital of Philadelphia e della University of Pennsylvania
che ha curato Emily Whitehead, la prima bambina al mondo
trattata con questa terapia, lo studio ELIANA ha coinvolto 25
centri distribuiti fra Stati Uniti, Canada, Europa, Australia e
Giappone, tra cui anche uno italiano, I'Azienda Ospedaliera
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San Gerardo (ASST di Monza)/Fondazione Monza e Brianza
per il Bambino e la sua Mamma.

I partecipanti sono bambini e ragazzi dai 3 ai 24 anni (eta me-
diana al momento dell'arruolamento: 11 anni) che non hanno
risposto fin dall'inizio alla chemioterapia o hanno avuto una
recidiva dopo la terapia di prima linea o seconda linea e non
possono piu essere sottoposti al trapianto allogenico di cellule
staminali emopoietiche. Sono stati sottoposti in precedenza a
una mediana di tre terapie (range: 1-8] e il 61% ha fatto in pre-
cedenza un trapianto di cellule staminali.

L'endpoint primario dello studio € il tasso di remissione com-
plessiva (ORR, remissione completa piu remissione completa
con recupero ematologico incompleto]) entro 3 mesi dall'in-
fusione delle CAR T-cells e mantenuta per almeno 28 giorni,
valutata in modo centralizzato da un comitato di revisori in-
dipendenti. Fra gli endpoint secondari figurano la durata della
remissione (DOR), la sopravvivenza libera da recidive (RFS]), la
sopravvivenza globale (0S), la sicurezza e la cinetica cellulare.

Dopo essere stati sottoposti a una linfodeplezione median-
te chemioterapia (con fludarabina e ciclofosfamide in tutti i
casi, tranne uno) i pazienti sono stati sottoposti a una singo-
la infusione di tisagenlecleucel, a una dose mediana pari a
3 x 108 cellule T CAR-positive vitali/kg.

I dati riportati nell'articolo pubblicato nel febbraio 2018 sul
Nejm si riferiscono a 75 pazienti per i quali erano disponibili
almeno 3 mesi di follow-up, seguiti per una mediana di 13,1
mesi (dati a un anno).

Irisultati principali di quest’analisi, per quanto riguarda 1’effi-
cacia del trattamento (figura 3) sono i seguenti:
Figura 3. Durata della remissione, sopravvivenza libera da eventi e sopravviven-

za globale dei pazienti trattati con tisagenlecleucel nello studio ELIANA. Dati a un
anno pubblicati sul New England Journal of Medicine.

INTRODUZIONE LE CAR T-CELLS

A Duration of Remission

Probability of Continued Remission

No. at Risk

1.0+

0.9

0.8+

0.7+

0.6+

0.5+

0.4+

0.3+

0.2+

0.1+

0.0

No. of patients, 61
No. of events, 17
Median duration of remission, not reached

0

61

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Months since Onset of Remission

54 43 33 23 18 8 7 3 1 0

B Event-free and Overall Survival

Probability

No. at Risk
Overall survival

1.0+

0.9

0.8+

0.7+

Overall survival

0.6
Event-free survival
0.5_ m 11 ]
0.4
0.3 No.of No.of Median
Patients Events Survival Rate at6 Mo

0.2 mo % (95% Cl)

Overall Survival 75 19 19.1 90 (81-95)
0.19 Event-free 75 27 not 73 (60-82)
0.0 Survival reached

0

75

Event-free survival 75

T T T T | | | | | T |
2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20 22

Months since Tisagenlecleucel Infusion

72 64 58 55 40 30 20 12 8 2 0
64 51 37 33 19 13 8 3 3 1 0

APPLICAZIONI CLINICHE CAR T-CELLS ‘INDUSTRIALI’

RICERCA ITALIANA

121




e 'ORR erisultato dell’'81%; 1o studio ha quindi raggiunto il suo
endpoint primario;

e laRFS a6 mesierisultata del 73% e quella a 12 mesi del 66%;

e '0OS a 6 mesierisultata del 90% e quella a 12 mesi del 76%;

e lamediana della DOR non € stata raggiunta;

e si e osservata una persistenza di tisagenlecleucel nel san-
gue dei pazienti per un periodo lungo fino a 20 mesi.

I risultati principali inerenti alla sicurezza sono, invece, i se-

guenti:

e 1173%deipazienti ha manifestato effetti avversidigrado 3 04 so-
spettati di essere correlati al trattamento con tisagenlecleucel;

e il 77% ha sviluppato una CRS, trattata nel 48% dei casi con
tocilizumab;

e il 40% ha presentato effetti neurologici, tutti trattati effica-
cemente con terapie di supporto;

e non sisono registrati casi di edema cerebrale né neurotossi-
cita di grado 4.

Nel dicembre 2018, al 60° congresso dell’ASH, a San Diego, &
stato presentato un importante aggiornamento di questo stu-
dio, conidatia 2 anni (i piu recenti ad oggi disponibili), relati-
vi a un maggior numero di pazienti (79) e con ulteriori 11 mesi
di follow-up mediano rispetto a quelli pubblicati sul Nejm.

La nuova analisi conferma il beneficio di una singola infusione
di tisagenlecleucel nei pazienti con leucemia linfoblastica acu-
ta r/r ed evidenzia che il trattamento mantiene la sua efficacia
anche a lungo termine, mostrando risultati sostanzialmente si-
mili a quelli osservati nell'analisi precedente, con un ORR addi-
rittura superiore e una DOR mediana ancora non raggiunta.

Per quanto riguarda l'efficacia, i risultati principali dell'anali-
si presentata a San Diego sono i seguenti (figura 4):

e I'ORR e risultato dell'82% (con un 62% di remissioni complete);
e traipazientiche hannoraggiunto laremissione, tutti tranne
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Figura 4. Risultati di efficacia del trattamento con tisagenlecleucel nello studio
ELIANA presentati al congresso ASH 2018; dati a 2 anni.

uno (il 98%) hanno raggiunto la non rilevabilita della MRD
nel midollo osseo;

 laRFSal8mesierisultatadel 66% (invariatarispettoal dato
a 12 mesi) e quella a 24 mesi del 62%;

* '0OS a18 mesi e risultata del 70% e quella a 24 mesi del 66%;

e la mediana della DOR non € ancora stata raggiunta, cosi
come la mediana dell'0S;

e in alcuni dei pazienti che hanno risposto si € osservata una
persistenza di tisagenlecleucel nel sangue per almeno 2,5
anni (accompagnata da un'aplasia delle cellule B).
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Sul fronte della sicurezza, la nuova analisi conferma che la

maggior parte degli eventi avversi si e verificata entro le prime

8 settimane di trattamento e non si sono osservate tossicita

nuove. Inoltre:

e la CRS ha mostrato di nuovo un'incidenza del 77% (di grado
3/4 del 48%) e in tuttii casi si e dimostrata reversibile:

e l'incidenza degli eventi neurologici di qualsiasi grado é ri-
sultata del 39% (di grado 3 del 13%);

e non sisono registrati casi di edema cerebrale né eventi neu-
rologici di grado 4;

e l'incidenza delle infezioni e risultata bassa.

Linfoma diffuso a grandi cellule B: 1o studio JULIET

Lo studio JULIET (Study of Efficacy and Safety of CTLO19 in
Adult DLBCL Patients; NCT02445248] e un trial multicentrico
internazionale, a singolo braccio, in aperto, nel quale si valu-
tano efficacia e sicurezza di tisagenlecleucel in pazienti adul-
ti con linfoma diffuso a grandi cellule B r/r. Lo studio e ancora
in corso, anche se ha concluso 'arruolamento, e prevede un
follow-up dei pazienti per 5 anni dal momento dell'infusione
delle CAR T-cells.

Sitratta del primo studio registrativo di Novartis su tisagenle-
cleucel per il linfoma diffuso a grandi cellule B e del secondo
studio registrativo su tisagenlecleucel dopo lo studio ELIANA.
E coordinato dal professor Stephen J. Schuster, dell’Abramson
Cancer Center della University of Pennsylvania, e ha coinvolto
in tutto 28 centri di 10 Paesi, distribuiti fra Stati Uniti, Canada,
Europa, Australia e Giappone, tra cui anche un centro italiano,
la Fondazione IRCCS Istituto Nazionale dei Tumori di Milano.

I partecipanti sono soggetti di almeno 18 anni (eta mediana;
56 anni; il 23% con almeno 65 anni) gia trattati con almeno due
linee di trattamento (comprendente rituximab e un'antracicli-
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naj, non candidabili al trapianto autologo di cellule staminali
emopoietiche o sottoposti al trapianto, ma senza successo.

L'endpoint primario dello studio e il tasso di risposta comples-
siva (ORR, risposta completa piu risposta parziale), valutata
in modo centralizzato da un comitato di revisori indipenden-
ti. Fra gli endpoint secondari figurano la durata della risposta
(DOR), la sopravvivenza libera da recidive (RFS], la sopravvi-
venza libera da progressione (PFS), la sopravvivenza globale
(0S), la sicurezza e la cinetica cellulare.

Dopo essere stati sottoposti, se necessario, a linfodeplezione con
fludarabina e ciclofosfarmide o bendamustina e a una chemiote-
rapia ponte (se necessario], i pazienti sono stati trattati con una
singola infusione di tisagenlecleucel, a una dose mediana paria
3 x 108 cellule T vitali e CAR-positive.

“ tespons
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I dati piu recenti disponibili dello studio JULIET sono quelli
presentati nel dicembre 2018 al 60°congresso dell’ASH, a San
Diego, e pubblicati contestualmente sul Nejm. Al meeting ame-
ricano gli autori hanno presentato un'analisi aggiornata dello
studio con un follow-up mediano di 19 mesi, 5 mesi in piu ri-
spetto alla comunicazione precedente (avvenuta al congresso
della European Society of Hematology, EHA, a Stoccolma).

Al 21 maggio 2018 (momento dell'ultimo cut off dei dati), c’'era-
no 167 pazienti arruolati nello studio, di cui 115 sottoposti una
singola infusione di tisagenlecleucel (99 nella coorte princi-
pale, trattata con le cellule prodotte negli Stati Uniti, e 16 nella
coorte A, trattata con le cellule prodotte in Germania).

I dati dimostrano che nei soggetti studiati, tutti altamente pre-
trattati, il trattamento con tisagenlecleucel ha permesso di ot-
tenere percentuali di risposta elevate e risposte durature, con
risultati coerenti in tutti i sottogruppi definiti dal protocollo,
compreso quello dei pazienti piu anziani, e indipendenti dal
tipo di chemioterapia linfodepletante ricevuta.

I risultati principali dell'analisi per quanto riguarda !'effica-

cia del trattamento (figura 5) sono i seguenti:

e 'ORR erisultato dell'54%, sostanzialmente stabile rispetto a
quello registrato un anno prima (563,1%) e presentato all'edi-
zione 2017 del congresso ASH,;

il tasso di risposta completa é risultato del 40% e quello di
risposta parziale del 13% (da notare che il 54% di coloro che
inizialmente avevano risposto parzialmente hanno poi ri-
sposto in modo completo al trattamento, a suggerire che le
CAR T-cells infuse restano vitali e attive nel tempo)

e la mediana della DOR non e ancora stata raggiunta; ma la
DOR e apparsa simile nei pazienti con piu di 65 anni e in
quelli piu giovani, nonché nei pazienti refrattari rispetto a
quelli ricaduti;
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e I'RFS, che era del 66% a 6 mesi dall'infusione, € rimasta so-
stanzialmente stabile a 12 mesi e a 18 mesi: 64%; dopo 11
mesi dall'infusione non si sono osservate piu ricadute;

e 'OS mediana in tuttiipazientiinfusi é risultata di 11,1 mesi,
ma non e ancora stata raggiunta per coloro che hanno otte-
nuto una risposta completa al trattamento;

e '0OSal2mesierisultata del 48% e quella a 18 mesi del 43%;

e Leanalisideidatidi ORR, DOR e OS hanno evidenziato risul-
tati coerenti in tutti i sottogruppi di pazienti, a prescindere
dallo stato recidivante/refrattario, dall'eta e dalla presenza
o meno di un profilo citogenetico associato a un alto rischio.

I risultati principali inerenti alla sicurezza sono, invece, i se-

guenti:

e il profilo di sicurezza e tollerabilita mostrato da quest'ulti-
ma analisi e risultato coerente con quello emerso nelle ana-
lisi precedenti;

e i1 57% dei pazienti ha sviluppato una CRS di qualsiasi grado
(trattata nel 16% dei casi con tocilizumab], il 14% una CRS di
grado 3 e il 9% una CRS di grado 4;

e l'incidenza degli eventi neurologici di qualsiasi grado € sta-
ta del 20% (di grado 3 0 4 dell'11%), con un caso di edema ce-
rebrale di grado 2;

e altri eventi avversi di grado 3 o 4 di particolare interesse
comparsi entro 8 settimnane dall'infusione sono stati le cito-
penie protrattesi per piudi28 giorni (34%), le infezioni (19%),
la neutropenia febbrile (15%) e la sindrome da lisi tumorale
(2%);

e tutte le complicanze si sono risolte da sole o con trattamenti;

e tre pazienti son deceduti entro 30 giorni dall'infusione (tutti
acausa della progressione della malattia), ma non sono stati
segnalati nuovi decessi né decessi correlati al trattamento.
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Figura 5. Durata della risposta, sopravvivenza libera da progressione e sopravvivenza globale dei pazienti trattati con tisagenlecleucel nello

studio JULIET. Dati pubblicati sul New England Journal of Medicine.

Ulteriori sviluppi

Lo sviluppo di tisagenlecleucel, naturalmente, non si ferma
con gli studi ELIANA e JULIET. Sono in corso, infatti, svariati al-
tri trial nei quali si sta testando quest'immunoterapia cellulare
sia nelle neoplasie per le quali e gia approvata sia in altre neo-
plasie, da sola 0 anche in combinazione con altri trattamenti.
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Per esempio, e at-
tualmente  attivo
uno studio multi-
centrico di fase 2 su
pazienti pediatrici
e giovani con leu-
cemia linfoblastica
acuta a cellule B 1/r,
di cui e in corso l'ar-
ruolamento; il trial
e sponsorizzato da
Novartis e coinvol-
ge diversi centri di
Canada ed Europa
(NCT03123939).
Presso il CHOP di
Philadelphia e at-
tivo uno studio di
fase 1 nel quale si
sta utilizzando una
versione umaniz-
zata del prodotto
(huCTLO19]) in pa-
zienti pediatrici e
giovani adulti con
leucemia linfobla-
stica acuta o linfo-
ma diffuso a grandi
cellule B CD19-posi-
tivi (NCT02374333).

Inoltre, uno studio di fase 2 sta arruolando pazienti con leuce-
mia linfoblastica acuta MRD-positiva che saranno trattati con
le CAR-T-cells come terapia iniziale (NCT02935543).

Sono in corso anche studi nei quali si sta valutando tisa-
genlecleucel in pazienti con leucemia linfatica cronica,
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mieloma multiplo, linfoma follicolare e altri tipi di linforna
non-Hodgkin.

In tutti i trial sopra menzionati, le CAR T-cells vengono utiliz-
zate come unica modalita di trattamento. Al congresso ASH
2018, invece, e stato presentato uno studio preliminare, ma
molto interessante, nel quale si & aggiunta a tisagenlecleu-
cel un'immunoterapia non cellulare, cioé un inibitore del
checkpoint immunitario PD-1 (pembrolizumab o nivolumab),
in pazienti con leucemia linfoblastica acuta ricaduti. In pax-
ticolare, i ricercatori hanno trattato con l'anti-PD-1 pazien-
ti che avevano mostrato una ripetuta e precoce perdita delle
CAR T-cells oppure non avevano risposto o avevano rispostoin
modo parziale a questo trattamento, somministrando l'inibi-
tore dei checkpoint non prima di 14 giorni dall'infusione delle
cellule e dopo la risoluzione dei sintomi dell'eventuale CRS. I
primi dati sono incoraggianti, in quanto lasciano intravede-
re la possibilita di associare le due forme di immunoterapia
come strategia per aumentare la funzione e la persistenza del-
le CAR T-cells, e quindi migliorare gli outcome dei pazienti con
leucemia linfoblastica acuta.

Ad alcuni di questi studi parteciperanno anche 10 centri ospe-
dalieriitalianisituatia Torino, Monza, Milano, Bologna e Roma.

Attualmente il centro di Monza (I'’Azienda Ospedaliera San Ge-
rardo di Monza/Fondazione Monza e Brianza per il Bambino e
lasua Mamma) sta partecipando a uno studio multicentrico di
fase 3b (CCTLO19B2001X; NCT03123939) su pazienti pediatri-
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ci/giovani adulti con leucemia linfoblastica acuta in recidiva/
refrattaria trattati con tisagenlecleucel e ha arruolato ad oggi
9 pazienti.

Inoltre, I'Ospedale San Raffaele e coinvolto in uno studio mul-
ticentrico su pazienti con linfoma follicolare recidivato/refrat-
tario (ELARA; CCTLO19E2202; NCT03568461) e ha annunciato
nell'ottobre scorso di avere trattato il primo paziente.
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Intervista a Gianluca Fincato
Direttore medico di Novartis Oncology Italia

— i
Come sta procedendo lo sviluppo clinico di ti- —

\

\
sagenlecleucel in Europa e in Italia? | \
Ad oggi i centri italiani che hanno partecipato a sperimenta- | “
zioni cliniche con tisagenlecleucel sono la Fondazione IRCCS \
Istituto Nazionale dei Tumori di Milano, I'Azienda Ospedaliera
San Gerardo di Monza/Fondazione Monza e Brianza per il Bam- |
bino e la sua Mamma (MB) e 'Ospedale San Raffaele di Milano. \
Nell'ultimo mese € iniziato il coinvolgimento nella sperimen- |
tazione clinica anche dell'Ospedale Pediatrico Bambino Gesu
di Roma e dell'Ospedale Regina Margherita di Torino (Azienda \
Ospedaliero-Universitaria-Citta della Salute e della Scienza). \
‘ Sono pianificati ulteriori studi clinici, sia in ambito pediatrico
sia per i pazienti adulti affetti da linforna, che coinvolgeranno \
10 centri ospedalieri italiani nelle seguenti citta: Torino, Mon- |
za, Milano, Bologna, Roma. Novartis e impegnata a proseguire e L -
il programma di sperimentazioni cliniche internazionali con ‘. I
studi di fase 1, fase 2 e fase 3 in pazienti pediatrici, giovani e B , ,
adulti, affetti da leucemia linfoblastica acuta e linforma diffu- che possano c?ombattere 11, tgmore. Le .teraple basatfa Sfu CA,R?
so a grandi cellule B, ma anche da leucemia linfatica cronica, T'C?HS SO Gimeise dalls t,lp IElre e oils Com it C ‘?191°g101
mieloma multiplo, linfoma follicolare e altri tipi di linfoma Op 1.coole mp}ecole, perche vengono prodotte per ogni singolo
non-Hodgkin. paziente utilizzando le sue stesse cellule. Le cellule T vengono
prelevate dal sangue del paziente e riprogrammate in labora-
< . cqs . torio, al fine di creare cellule T geneticamente modificate allo
Qual e la tecnologia u_tlhzzata per prOdurr_e tf- scopo di riconoscere e combattere le cellule tumorali e altre
sagenlecleucel e quali sono le sue caratteristi- cejlule B che esprimono uno specifico antigene. Tisagenle-
che eisuoi vantaggi?

cleucel e la primma immunoterapia cellulare con CAR T-cells ad
Tisagenlecleucel € un'immunoterapia cellulare, che si basa aver ricevuto l'approvazione per due distinte indicazioni sia

sulla tecnologia CAR-T, una tecnologia complessa che permet- negli Stati Uniti sia in Europa, oltre che in Canada e Australia:
te di riprogrammare i linfociti T del paziente stesso in modo pazienti pediatrici e giovani adulti con leucemia linfoblastica
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acuta e pazienti adulti con linfoma diffuso a grandi cellule B.
Tisagenlecleucel e anche l'unica terapia a base di CAR T-cells
nel cui processo di produzione, nel corso degli studi clinici, si
e utilizzata la crioconservazione sia al momento della leuca-
feresi — quando il sangue di un paziente viene prelevato per
estrarne le cellule T - sia una volta pronte le CAR T-cells, pexr
conservarle: questo fornisce ai medici e ai centri la flessibilita
didecidere quando effettuare la leucaferesi e quando infonde-
re tisagenlecleucel in base alle condizioni individuali del pa-
ziente, contribuendo a soddisfare differenti esigenze geografi-
che e permettendo cosi una fornitura a livello globale.

Quali sono le prime reazioni all'impiego del

farmaco da parte della comunita scientifica?
La comunita scientifica sta dimostrando molto interesse per
le terapie a base di CAR T-cells, sia per la loro innovativita sia,
soprattutto, perché rappresentano una risposta a forti bisogni
clinici insoddisfatti, per alcune categorie di pazienti affetti da
leucemia linfoblastica acuta e linforma diffuso a grandi cellule
B, quelli ricaduti nonostante svariati trattamenti precedenti o
risultati refrattari a tali trattamenti; pazienti che non avevano
piu altre opzioni a disposizione.

Come si e conclusa la negoziazione sul prezzo

e sulle condizioni di rimborso con I’Aifa?

I1 7 agosto scorso Novartis e I'Aifa hanno raggiunto un accordo
per dare il via all'accesso a tisagenlecleucel su tutto il territo-
rio italiano. Tisagenlecleucel e stato il primo prodotto a base di
CAR T-cells ad essere approvato dall'Aifa e quindi accessibile
ai pazienti italiani secondo le indicazioni approvate. Si tratta
diun traguardo importante per Novartis nella propria missione
di reinterpretare in modo nuovo la medicina. L'accordo siglato
raccoglie infatti la sfida posta dall'avvento delle terapie avan-
zate nel contesto terapeutico italiano e prevede il ricorso a un
innovativo sistema di rimnborso basato sui risultati terapeutici
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della terapia nel tempo. Questa modalita potra garantire l'ac-
cesso ai pazienti candidabili alla terapia preservando l'obietti-
vo comune della sostenibilita del sistema.

Avete qui in Italia un’'unita dedicata alle CAR

T-cells? Se si, come e organizzata?

Novartis si e strutturata con un'unita dedicata che conta diver-
se professionalita, tutte con alta specializzazione, per lavorare
in collaborazione con i centri affinché questi siano in grado di
gestire una terapia cosi innovativa. Con questo intendo: sup-
porto di tipo medico-scientifico, tecnico per l'aferesi e logisti-
co/amministrativo. L'unita ha l'obiettivo operare con i centri
ospedalieri per garantire la sicurezza ed efficacia della terapia.

Dove verranno prodotte le CAR T-cells destina-
te ai pazienti italiani?

Novartis ha acquistato un sito di produzione per le terapie cel-
lulari a Morris Plains, nel New Jersey, che e stato il primo sito
a ricevere l'autorizzazione dell'Fda per la produzione di questa
immunoterapia cellulare negli Stati Uniti. A Morris Plains sono
state finora prodotte le cellule necessarie per tuttiipazienti che
hanno partecipato ai trial di Novartis in tutto il mmondo e per i
pazienti trattati negli USA e nei Paesi europei nei quali il tratta-
mento e stato gia approvato. Inoltre Novartis ha perseguito di-
verse opzioni per espandere la sua capacita produttiva oltre a
quella della struttura di Morris Plains. Queste comprendono il
nostro accordo con CELLforCURE, con sede in Francia, una del-
le prime e piu importanti CDMO che producono terapie cellulari
e geniche in Europa e la partnership allargata con il Fraunhofer
Institute, che attualmente supporta la produzione di tisagenle-
cleucel perle sperimentazionicliniche globali e per la produzio-
ne post-approvazione. Infine, la produzione cornmerciale delle
nostre CAR T-cells presso lo stabilimento di Stein, in Svizzera,
dovrebbe iniziare nel 2020, in seguito alle diverse fasi necessa-
rie per rendere operativo un nuovo impianto di produzione.
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Ci sono spazi di miglioramento della tecnolo-
gia produttiva?

A differenza delle piccole molecole o dei prodotti biologici, le
terapie con CAR T-cells autologhe richiedono un cambiamen-
to di paradigma anche dal punto di vista della produzione e
della logistica, per poter assicurare la consegna delle terapie
ai pazienti nei tempi opportuni. Novartis e impegnata nel ga-
rantire standard elevati di qualita di produzione e nell'efficien-
za della logistica. La tecnologia con cui si producono queste
cellule, tuttavia, e in evoluzione: Novartis si sta impegnando
fortemente per migliorare il processo produttivo, soprattutto
abbreviandone ancora di piu la durata, al fine di raggiungere
piu velocemente i pazienti.

Qualisonole possibili evoluzioni future di que-
sta terapia?
Novartis e immpegnata a proseguire il programma di sperimen-
‘ tazioni cliniche internazionali con studi di fase 1, 2 e 3 in pa-
zienti pediatrici, giovani e adulti, affetti da leucemia linfo-
blastica acuta e linfoma diffuso a grandi cellule B, leucemia
linfatica cronica, mieloma multiplo, linfoma follicolare e altri
tipi di linfoma non-Hodgkin. Al momento non vi sono speri-
mentazioni in corso sui tumori solidi, tuttavia non escludia-
mo in un futuro prossimo di poter allargare il nostro campo di
indagine anche a queste neoplasie.
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Axicabtagene ciloleucel (axi-cel),

le CAR T-cells anti-CD19 di Gilead

Axicabtagene ciloleucel (axi-cel, noto inizialmente con la si-
gla KTE-C19] e l'altra immunoterapia cellulare a base di CAR
T-cells (insieme con tisagenlecleucel) attualmente approvata
dalle agenzie regolatorie statunitense ed europea, Fda ed Ema.

La prima versione del prodotto é stata messa a punto inizial-
mente da James Kochenderfer e Steven A. Rosenberg presso il
Surgery Branch del National Cancer Institute (NCI) di Bethe-
sda, dove sono stati fatti gli studi preclinici e i primi test cli-
nici. Successivamente, nell'ottobre 2012, I'NCI ha siglato un
accordo di collaborazione con Kite Pharma, per migliorare e
sviluppare ulteriormente queste CAR T-cells. Nell'agosto 2017
Kite e stata poi acquisita da Gilead, che attualmente commmer-
cializza il prodotto con il marchio Yescarta.

Che cos’e axi-cel
Axi-cel e un'immunoterapia cellulare a base di CAR T-cells di
seconda generazione aventi come bersaglio I'antigene CD19
e attualmente approvata per i pazienti con linfora diffuso a
grandi cellule B e linfoma primitivo del mediastino a cellule B
recidivati o refrattari.

Cosi come tisagenlecleucel, il prodotto e costituito da cellule
T autologhe prelevate dal paziente, modificate geneticamente
in laboratorio in modo da renderle capaci di esprimere un CAR
in grado diriconoscere l'antigene CD19, legarsi alle cellule che
lo esprimono sulla loro superficie, e, di conseguenza, attivarsi
ed eliminarle.
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I1 CAR di axi-cel
I1 CAR espresso dalle cellule T modificate contenute in axi-cel
e costituito una proteina chimerica di circa 54 kDa formata da
una parte extracellulare e una parte intracellulare. La parte
extracellulare e costituita da un frammmento variabile di un an-
ticorpo murino a catena singola (scFv]) in grado di legarsi spe-
cificamente all'antigene
CD19 (FMCB63), collegato
a una regione cerniera e a
una regione transmembra-
na, a sua volta collegata a
una porzione intracellu-
lare formata dal dominio
co-stimolatorio CD28 e dal
dominio di segnalazione
CD3 zeta (figura 1).

Axicabtagene ciloleucel
(axi-cel)

scFv (anti-CD19)

Hinge/Dominio
transmembrana

Come si produce axi-cel
L'iter di produzione di axi-
cel (figura 2] inizia con la
raccolta delle cellule T del
paziente presso il centro
dove € in cura mediante
leucaferesi con una stru-
mentazione standard, pro- ‘ ¢
cesso che richiede circa

3-4 ore. Il materiale raccol-
to viene poi inviato a un
impianto produttivo cen-

Segnale 2: CD28

Segnale 1: CD3¢

Figura 1. Struttura del CAR di axi-cel.
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tralizzato attualmente situato in California, dove viene pro-
cessato in modo da essere arricchito di cellule T in un sistema
chiuso mediante separazione su gradiente di Ficoll. Le cellule
T vengono quindi attivate usando un anticorpo monoclonale
anti-CD3 e fatte crescere in un mezzo di coltura privo di siero
(per minimizzare il rischio di contaminazione virale) conte-
nente 300 IU/ml di IL-2, senza utilizzare biglie magnetiche per
la selezione e 'attivazione. Una volta espanse e attivate, le cel-
lule vengono trasdotte utilizzando come vettore un retrovirus
che veicola il gene contenente il CAR anti-CD19 e ulteriormen-
te espanse per 4-6 giorni. Una volta raggiunta la dose target de-

Leucaferesi e trasporto

Leucaferesi Trasporto

,

—Bp—

&

Processo di produzione

1giorno

Trasporto

Rilascio del lotto —————

Impianto produttivo centralizzato

Arricchimento - Attivazione - Trasduzione - Espansione - Raccolta e crioconservazione
4-7 giorni

Rilascio del lotto e trasporto al centro clinico

— W — ﬂm

siderata di CAR T-cells, il prodotto viene lavato, criopreservato
e sottoposto a rigorosi controlli di qualita, per garantire che sia
funzionale, sterile e privo di contaminanti. Terminate queste
verifiche, i lotti di prodotto vengono preparati e inviati nuova-
mente al centro dove saranno infusi nel paziente.

Attualmente, axi-cel viene preparato per tutto il mmondo uni-
camente presso l'impianto produttivo di El Segundo, vicino a
Los Angeles. Nel primo trimestre 2020, tuttavia, aprira un nuo-
vo sito in Olanda, ad Amsterdam, che garantira la fornitura del
prodotto per i Paesi europei. L'attuale iter produttivo ottimiz-
zato permette di ottenere CAR T-cells su
larga scala mediante un processo chiuso
e rapido della durata di 6-8 giorni, ma il
tempo complessivo dall'aferesi alla con-
segna del prodotto nello studio registrati-
vo ZUMA-1 e stato di 17 giorni.

Questo processo permette di raggiunge-
re un'alta percentuale di successo nella
produzione delle CAR T-cells, nonostante
la variabilita interpaziente nella compo-
sizione del materiale ottenuto mediante
I'aferesi e nelle conte linfocitarie di base,
e perfino in presenza di linfopenia seve-
ra. Nello studio ZUMA-1 e stata riportata
una percentuale di successo nella pro-
duzione delle CAR T-cells del 99%, con un
prodotto finale contenente una popola-
zione di CAR T-cells formata in prevalen-
za (mediana 96%) da cellule T CD3+, con
cellule T CD8+ (mediana 57%) e cellule
T CD4+ (mediana 43%), e per la maggior

Infusione
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Figura 2. Schema del processo di produzione di axi-cel.
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parte da cellule T della memoria effettrici (mediana 42%) e
cellule T della memoria centrale (mediana 34%).

Una singola infusione di axi-cel contiene una sospensione di
2 x 108 cellule T vitali CAR-positive/kg di peso corporeo (mas-
simo 2 x 108 cellule T vitali CAR-positive] in circa 68 ml. Una
volta infuse nel paziente, le CAR T-cells di axi-cel vanno in-
contro a una rapida espansione, che raggiunge un picco entro
7-14 giorni dalla somministrazione. Nello studio registrativo
ZUMA-1, le CAR T-cells erano ancora rilevabili dopo 180 giorni
nella maggior parte dei pazienti.

L'area sotto la curva (AUC) mediana delle CAR T-cells, de-
finita come il livello cumulativo di cellule T CAR-positive/
Ml di sangue nei primi 28 giorni successivi alla sommini-
strazione di axi-cel e risultata pari a 462,3 cellule/pl (ran-
ge: 5,1-14,329,3). L'espansione delle CAR T-cells e il picco
di concentrazione cellulare entro 28 giorni dall'infusione
hanno mostrato una correlazione positiva con la risposta
clinica obiettiva. Infatti, nello studio ZUMA-1 I'AUC delle
CAR T-cells e risultata 5,4 volte piu alta nei pazienti che
hanno ottenuto una risposta obiettiva rispetto ai pazien-
ti che non hanno risposto al trattamento e anche tra colo-
ro che hanno mostrato un’AUC delle CAR T-cells superiore
all’AUC mediana, I'ORR é risultato del 96%. Questi risulta-
ti sottolineano ulteriormente I'importanza dell’'espansio-
ne post-infusione delle CAR T-cells, gia osservata in studi
precedenti. Il picco di espansione e risultato associato an-
che con eventi neurologici di grado 3 o superiore, mma non
correlato con la CRRS.

Inoltre, i dati a 2 anni dello studio ZUMA-1 e di un altro stu-
dio su axi-cel condotto dal gruppo di Kochenderfer presso
I'NCI hanno evidenziato in genere una persistenza a lungo
termine delle CAR T-cells nei pazienti che hanno risposto al
trattamento.
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Indicazioni attualmente approvate

Axi-cel e attualmente approvato sia negli Stati Uniti sia nell'U-
nione europea per il trattamento del linfoma diffuso a grandi
cellule B e del linfoma primitivo del mediastino (negli Usa an-
che per altri tipi di linforna non-Hodgkin) ricaduti/refrattari ed
e stata la prima terapia a base di CAR T-cells in assoluto ad
avere il via libera per questo tumore del sangue.

Nell'ottobre 2017, I'Fda lo ha approvato per il trattamento dei
pazienti adulti con linfoma a grandi cellule B (tra cui linforna
diffuso a gradi cellule B non altrimenti specificato, linfoma
primitivo del mediastino a grandi cellule B, linfoma a cellule
B di alto grado e linfoma diffuso a gradi cellule B derivante da
un linfora follicolare) refrattario o recidivato dopo due o piu
linee di terapia sistemica.

A fine agosto del 2018 e arrivata anche l'autorizzazione dell'Ema
(ottenutaattraversoliterdirevisione prioritaria PRIME] peril trat-
tamento di pazienti adulti con linfoma diffuso a grandi cellule B
o linforna primitivo del mediastino a grandi cellule B, refrattario
o recidivato dopo due o piu linee di terapia sistemica. In Italia il
prodotto e stato disponibile prima dell'approvazione dell’Aifa at-
traverso un programma di uso compassionevole, al quale hanno
potuto accedere alcuni centri in possesso delle necessarie qua-
lifiche. Nel novembre 2019, I'agenzia italiana ha dato il suo via
libera alla rimborsabilita di axi-cel nel nostro Paese secondo le
indicazioni autorizzate dall’Ema e questa terapia e quindi ormai
formalmente disponibile anche per i pazienti italiani.

L'approvazione concessa ad axi-cel dalle agenzie regolatorie si
deve airisultati dello studio multicentrico di fase 1/2 ZUMA-1.

I dati clinici

I primi studi

Il caso del primo paziente ad aver ottenuto una risposta clini-
ca trattato con cellule T riprogrammate in modo da produrre il
CAR anti-CD19 poi utilizzato in axi-cel e stato pubblicato nel
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2010 dal gruppo di James Kochenderfer. Si trattava di un sog-
getto con linfoma follicolare avanzato e progressivo, che coin-
volgeva tutte le principali sedi linfonodali, ampiamente pre-

32 settimane.

trattato; in seguito all'infusione delle CAR T-cells il paziente
ha mostrato una notevole regressione del tumore, durata per

Coordinata da Sattva S. Neelapu, dello University of Texas MD
Anderson Cancer Centerdi Houston, e Frederick L Locke, dell'H.
Lee Moffitt Cancer Center and Research Institute di Tampa, la
parte registrativa dello studio ZUMA-1 ha coinvolto 22 centri
situati negli Stati Uniti e in Isreale.

I partecipanti sono adulti di eta non inferiore a18 anni con lin-
Successivamente, sono stati effettuati altri tre piccoli studi foma diffuso a grandi cellule B, linfoma primitivo del media-
monocentrici (uno su sette pazienti, fra cui il primo trattato, stinoacellule B olinfoma follicolare trasformato, con malattia
uno su 13 pazienti e l'altro su 22 pazienti) coordinati dalI'NCI refrattaria oricaduta dopo un trapianto autologo di cellule sta-
nei quali si sono via via affinati il processo di produzione del- minali, gia trattati in precedenza con un anticorpo anti-CD20
le CAR T-cells, il regime linfodepletante e, al fine di ridurre la e con una chemioterapia contenente un'antraciclina.
tossicita, anche il dosaggio delle cellule infuse. In questi trial
dirisposta completa compreso fra il 14 e il 62%.

si e osservato un ORR compreso fra il 73 e il 92%, con un tasso Dopo essere stati sottoposti a linfodeplezione con ciclofosfa-
Lo studio ZUMA-1

Axi-cel e stato testato per la prima volta in un trial multicentri-
co al di fuori dell’'NCI nello studio registrativo ZUMA-1 (Safety

ti sono stati trattati con una singola infusione di axi-cel, con
and Efficacy of KTE-C19 in Adults With Refractory Aggressive

mide 500 mg/m? e fludarabina 30 mg/m? per 3 giorni, i pazien-
una dose target pari a2 x 10% CAR T-cells/kg.
Non-Hodgkin Lymphoma; NCT02348216), che e anche il pri-

mo studio multicentrico mai eseguito su una terapia con CAR
T-cells in pazienti con linfoma non-Hodgkin aggressivo.

Lo studio ZUMA-1 e un trial multicentrico internazionale di \
fase 1/2, a singolo braccio, in aperto, suddiviso in tre parti di-
stinte: lo studio di fase 1, volto a valutare in primis la sicurezza
di axi-cel; 1o studio registrativo di fase 2 (coorti 1 e 2), volto a
valutare I'efficacia di axi-cel; lo studio di fase 2 di gestione del- \
la sicurezza (coorti 3, 4 e 5), nel quale si valutera lI'impatto di |
regimi di profilassi o interventi precoci e dubulking tumorale
sull'incidenza e la gravita della CRS e della tossicita neurolo-

gica. Lo studio € ancora in corso e l'obiettivo é di arrivare ad
arruolare 250 pazienti.
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La porzione difase 1dello studio ha coinvolto 7 pa- [A puration of Response

zienti (tutti con linfoma diffuso a grandi cellule B) 1‘9’2:“
e ha mostrato il raggiungimento di risposte rapide 504
e durature in seguito al trattamento con axi-cel. In 70-

Complete response
60

questa fase dello studio, che ha dimostrato la si-
curezza del trattamento, 'ORR é risultato del 71%

50 - Objective response
40+

Response (%)

Median (95% Cl)

e il 57% dei pazienti ha ottenuto una risposta com- 30- mo
. . . . . . . _ | _
pleta, dati coerenti con quelli dei primi studi con- 2 Objective Response. 111 (35_NE)
10+ Partial response Partial Response 1.9 (1.4-2.1)

dotti presso I'NCI. Tutti coloro che hanno risposto 0
lo hanno fatto entro un mese dall'infusione e in
questo gruppo tre pazienti su quattro, al momento | y. at risk

Complete response 63 61 58 53 50 47 46 45 45 41 37 30 19 16 12 6 6 4 3 3 3 3 3 1 0

della pubblicazione dei dati, mostravano Una Yi- | osecieresponse 8 32 & 56 33 49 45 47 47 4 38 31 15 16 2 6 6 4 3 3 3 3 3 1 o
sposta completa che durava da pit di 12 mesi. Fartaliesponse 26 2L 9 3 3 22 22 b b0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Months

Questi risultati incoraggianti hanno portato alla |B Pregressorfee suvival
realizzazione dello studio registrativo di fase 2, %0+
che ha coinvolto 101 pazienti, di cui 77 con lin- 801
foma diffuso a grandi cellule B e 24 con linfoma N

60
primitivo del mediastino a cellule B o linfora fol- 50-

Progression-free Survival (%)

. . . 40- Hitth it
licolare trasformato. I partecipanti non avevano

. . 304
risposto all'ultimo trattamento o avevano avuto 2o Median (95% CI)
una ricaduta entro 12 mesi dal trapianto autologo, 101 55 (33NE)
erano gia stati trattati in precedenza con un anti- R EEREEEEEE R R
corpo anti-CD20 e un’antraciclina, e avevano un Months
performance Status ECOG parlaoél No. at Risk 108 101 90 71 61 58 52 50 49 49 47 47 34 21 20 12 6 6 4 3 3 3 3 3 1 0
L'endpoint primario dello studio era 'ORR nei pa- | @S

zienti con almeno 6 mesi di follow-up dopo l'in- %0+
fusione di axi-cel, mentre gli endpoint seconda- _

. . . 7 . X 704
ri erano la DOR, la sicurezza e i livelli delle CAR I .
T-cells e delle citochine. 2 s

. . . . . T 404
I risultati a un anno, pubblicati nel dicembre 2017 g 5
sul New England Journal of Medicine, sono apparsi 20- Median (95% C1)
coerenti con quelli ottenuti nella fase 1 dello studio 1‘0" NR (12.0-NE)
(figura 3). 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Months

Figura 3. Dati di efficacia a un anno di axi-cel nello studio ZUMA-1. No. at Risk 108 105 102 101 98 91 84 82 78 74 72 66 63 51 40 30 23 16 11 8 4 3 3 3 2 1 0

Stime di Kaplan-Meier della durata della risposta, della PFS e dell'OS.
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Infatti, per quantoriguardal'efficacia, 'ORR erisultato dell’'82%
e il tasso di risposta completa del 54%.

Il temmpo mediano di risposta é stato di un mese (coincidente
con la prima valutazione della risposta prevista dal protocollo
dello studio), ma con un range da 0,8 a 6 mesi, indice del fatto
che alcuni pazienti che ancora non avevano risposto dopo un
mese dall'infusione hanno poi risposto in seguito. Infatti, 11
pazienti su 35 e 12 su 25 che alla prima valutazione mostrava-
no rispettivamente una risposta parziale o una malattia stabi-
le hanno successivamente risposto in modo completo.

Dopo un follow-up mediano di 15,4 mesi, il 42% dei pazienti
continuava a rispondere al trattamento e il 40% continuava ad
avere una risposta completa.

Inoltre,a18 mesidall'infusione, i1 52% dei pazienti era ancora vivo.

Sul fronte della sicurezza, la CRS ha mostrato un'incidenza
complessiva del 93% (di grado 3 o superiore 13%), mentre gli

eventi neurologici un'incidenza del 64% (di grado 3 o superio-
re: 28%).

Gli effetti avversi piu comuni di grado 3 o superiore sviluppati
durante il trattamento sono stati, tuttavia, le citopenie: neu-
tropenia (78%), anemia (43%) e trombocitopenia (38%).

I dati a 2 anni dello studio ZUMA-1

Nel dicembre 2018, sono stati presentati al congresso del’ASH
e pubblicati in contermporanea su The Lancet Oncology i dati a
2 anni dello studio ZUMA-1, che rispecchiano sostanzialmente
quelli a un anno e confermano come axi-cel possa indurre re-
missioni durature in una quota consistente di pazienti.
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Nei 101 pazienti in cui si e valutata l'efficacia, I'ORR e risultato
dell’'83% e il 58% dei pazienti ha ottenuto una risposta completa.

Dopo un follow-up mediano di 27,1 mesi, il 39% dei partecipanti
continuava a mantenere la risposta e il 37% continuava a man-
tenere una risposta completa. Inoltre, il 93% dei pazienti che
stavano rispondendo al trattamento dopo 12 mesi dall'infusio-
ne ha mantenuto tale risposta anche dopo 24 mesi. La durata
mediana della risposta e risultata di 11,1 mesi, mentre la dura-
ta mediana della risposta completa non era stata ancora rag-
giunta al momento dell'ultima analisi dei dati (11 agosto 2018).

La OS mediana non e ancora stata raggiunta, mentre la PFS
mediana e risultata di 5,9 mesi.

Inoltre, la sopravvivenza a 2 anni dall'infusione e risultata del 51%.
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Nei 101 pazienti arruolati nella fase 2 del-

A
10 StUdiO e seguiti per una mediana dl 27’2 100+ Median duration of response 11-1 months (95% Cl 4-2-NE)
mesi, I'ORR e risultato dell’83%, il 58% dei R
pazienti ha ottenuto una risposta comple- S 7
ta e il 39% ha mantenuto la risposta, tra cui 2 60
i1 37% dei pazienti con risposta completa. ‘“ a0 HH
I1 93% dei pazienti che stavano risponden- 5 50
do al trattamento dopo 12 mesi dall'infu- .
sione ha mantenuto tale risposta anche 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Number at risk

dopo 24 mesi. La DOR mediana & risultata | (umbercensored) 84 78 63 54 51 47 46 45 44 43 42 42 42 38 37 36 36 36 36 35 35 28 26 18 4 3 3 3 3 2 0

di11.1 mesi. mentre la durata mediana del- ©© @M @O @O @OOO0000EEC @ M@WM@WM@ 6 (5 (12)14)(22)(36) (37) (37) (37) 37) (38) (40) -
! ’

larisposta completa non e stata raggiunta.

B
L’OS mediana non é ancora Stata Iaggiun- 100+ Median progression-free survival 5-9 months (95% Cl 3-3-15-0)
ta e la PFS mediana e risultata di 5,9 mesi € g0
(figura 4). N
Inoltre, nei pazienti che avevano biomar- 5 40 : -
ker valutabili si € osservata una persisten- 2 N
za delle CAR T-cells a 24 mesi dall'infusio-
ne ne]‘ 66% del CaS]" 00 i é é éll é é } é é 1|0 1|1 1|2 1|3 1|4 1|5 1|6 1|7 1|8 1|9 2|0 2|1 2|2 2|3 2|4 2|5 2|6 2|7 2|8 2|9 3|0 3'1 3|2

Number at risk

L'analisi del pIOfﬂO di sicurezza 2 anni (number censored) 101 95 85 66 58 55 49 47 46 45 44 44 44 42 40 38 37 37 37 36 36 36 36 34 21 3 3 3 3 3 2 0 -
. . . . . (0) (0) (0) 0) (1) M W @ @ @ @@ @@ Q) A 4 4 4 @ @ @ @ 6)1937)(37)(37)(37)(37)(38)(40) -
dopo l'infusione (relativa a 108 pazienti)

non ha riservato sorprese e ha dato risul- C

tati Sostanzialmente Simj.].i a quelli osser- 100 Median overall survival not reached (95% Cl 12-8-NE)

vati dopo un anno. 80

La CRS e gli effetti neurologici di grado 3 g oo

0 superiore sono stati osservati rispetti- T 40

vamente nell'l1% e nel 32% dei pazienti, e S

tali effetti sono stati tutti gestibili e in gran 7

parte reverSibilil 0 T T T T T é T é T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0O 1 2 3 4 5 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

Figura 4. Dati di efficacia a 2 anni di axi-cel nello studio Number at risk Time (months)

ZUMA-1. Stime di Kaplan-Meier della DOR, della PFS e | (numbercensored) 101 99 97 96 93 87 80 78 74 70 69 63 61 60 60 56 54 53 53 53 52 51 51 50 41 32 25 18 12 7 6 1 O

dell’0S nei 101 pazienti arruolati nella fase 2 (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (1) (20)(19)(26)(33)(39)(44)(45)(50)(51) -
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Altre reazioni avverse comuni di grado 3 o0 superiore sono sta-
te encefalopatia, infezione da patogeno non specificato, infe-
zione batterica, afasia, infezione virale, delirio, ipotensione e
ipertensione.

Sono stati registrati cinque nuovi eventi avversi gravi rispetto
all'analisi dei dati a un anno, ma nessuno di essi e risultato
correlato ad axi-cel. Inoltre, durante il secondo anno di fol-
low-up non si e verificato alcun nuovo caso di CRS né alcun
evento neurologico o decesso correlato ad axi-cel.

Dati di ‘real life’ consolidano i risultati dello studio regi-
strativo

Al congresso ASH 2018 sono stati presentati anche dati di ‘real
life' relativi a 274 pazienti trattati con axi-cel nella pratica
clinica dopo 'approvazione del prodotto negli Stati Uniti. I ri-
sultati di quest’analisi retrospettiva e indipendente sono im-
portanti, in quanto confermano sostanzialmente quelli dello
studio registrativo ZUMA-1.

Il1 lavoro, coordinato dall’'MD Anderson Cancer Center della
University of Texas, ha coinvolto 17 centri e I'analisi dei dati
ha evidenziato a 90 giorni dall'infusione di axi-cel un ORR
dell'81% e un tasso di risposta completa del 57%.

Anche se il follow-up e relativamente breve, i dati dirisposta a
90 giorninel mondo reale sono paragonabilialle miglioririspo-
ste osservate nello studio ZUMA-1, confermando il beneficio di
questa terapia anche al di fuori dei trial clinici. Inoltre, fatto
importante, anche il profilo di sicurezza sembra paragonabile
a quello emerso nello studio registrativo, nonostante quasi la
meta dei pazienti fossero soggetti piu ‘difficili, che non avreb-
bero potuto partecipare allo studio ZUMA-1 in quanto non ne
soddisfacevano i criteri di inclusione.
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Nuovi dati su axi-cel dal congresso ASCO 2019

Nel giugno scorso, al congresso del’ASCQO, a Chicago, sono stati
presentati nuovirisultati interessanti dello studio ZUMA-1: una
sottoanalisi dei dati a 2 anni dello studio registrativo che con-
ferma l'efficacia e la sicurezza di axi-cel anche nei pazienti an-
ziani (65 anni e oltre), con alte percentuali di risposta e di OS,
e dati preliminari della coorte 4 sulla gestione della sicurezza,
che dimostrano come l'uso precoce di steroidi possa aiutare a
gestire le forme piu gravi di CRS e neurotossicita, senza impat-
tare negativamente sui tassi di risposta.

Nella sottoanalisi dello studio registrativo sono stati valuta-
ti 24 pazienti di eta = 65 anni e 77 pazienti di eta inferiore. A
un follow-up mediano di 27,1 mesi, 'ORR valutato dallo speri-
mentatore e risultato del 92% nel gruppo degli over 65 e 81% nel
gruppo piu giovane, con un tasso di risposta completa rispetti-
vamente del 75% e 53% e un tasso di pazienti che mantenevano
larisposta a 2 anni rispettivamente del 42% e 38%. Inoltre, I'0S
a a 24 mesi e risultata rispettivamente del 54% e del 49%.

Sul fronte della sicurezza, in tutti i pazienti esaminati (27 di
eta =65 anni e 81 sotto i 65), gli eventi neurologici di grado =3
hanno mostrato un’incidenza superiore nei pazienti pitu anzia-
ni (44%contro 28%), ma, di contro, la CRS di grado =3 e risultata
meno frequente (7% contro 12%).

Questa analisi e importante perché dimostra che nell’anziano,
una popolazione sulla quale vi erano finora pochi dati, non vi
sono differenze sostanziali di efficacia né un aumento signifi-
cativo delle tossicita rispetto al paziente piu giovane.

Nella coorte 4 dello studio ZUMA-1, i pazienti trattati con axi-
cel sono stati trattati precocemente con steroidi, avviando la
terapia gia in presenza di CRS e neurotossicita di grado 1 (men-
tre la scheda tecnica del prodotto prevede questo intervento
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in presenza di eventi almeno di grado 2 per la CRS e di grado 3
per la neurotossicita) dopo che non era stato osservato alcun
miglioramento con 3 giorni di cure di supporto.

Al momento del cut-off dei dati dell'abstract, 21 dei 40 pazien-
ti previsti erano stati trattati con axi-cel, con un follow-up me-
diano di 7,7 mesi; il 76% aveva ricevuto corticosteroidi e I'86%
tocilizumab. Si sono osservate CRS e neutossicita di grado 1/2
rispettivamente nel 100% e 48% dei pazienti, ma nessuno ha
sviluppato una CRS di grado =3 e solo il 10% ha manifestato
neurotossicita di grado =3 (entrambi i valori sono numerica-
mente inferiori rispetto a quelli osservati nelle coorti registra-
tive di ZUMA-1); inoltre, non vi sono stati decessi causati, da
eventi avversi. Riguardo all'efficacia, 'ORR valutato dallo spe-
rimentatore e risultato pari all'81% e la risposta completa del
62%, mentre la DOR mediana non € stata ancora raggiunta.

Anche se dovranno essere confermati da un follow-up piu pro-
lungato e su un numero maggiore di pazienti, i dati di sicurez-
za ed efficacia emersi da quest’analisi suggeriscono come un
trattamento precoce con steroidi degli eventi avversi possa
migliorare il profilo rischio/beneficio di axi-cel.

Un altro prodotto in sviluppo, oltre ad axi-cel:

KTE-X19

Oltre ad axi-cel, Gilead ha altre terapie a base di CAR T-cells
nella sua pipeline oncologica. Il prodotto in fase piu avanza-
ta di sviluppo e KTE-X19, che puo essere considerato una de-
rivazione di axi-cel. Il suo CAR, infatti, € lo stesso di axi-cel,
ma l'iter produttivo differisce rispetto quest'ultimo ed e stato
modificato in modo da permettere una rimozione delle cellule
maligne circolanti che potrebbero essere presenti nel sangue
di pazienticonleucemialinfactica cronica,leucemia linfobla-
stica acuta e linfoma mantellare, indicazioni per le quali si sta
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sviluppando questa terapia. Tale modifica rende KTE-X19 un
prodotto formalmente diverso da axi-cel, e che seguira un iter
regolatorio separato.

Lo studio ZUMA-3

All'ultimo congresso dell’ASCO, sono stati presentati i risultati
finali della fase 1 dello studio registrativo di fase 1/2 ZUMA-
3 (A Study Evaluating KTE-X19 in Adult Subjects With Relap-
sed/Refractory B-precursor Acute Lymphoblastic Leukemia;
NCT02614066), un trial multicentrico, a singolo braccio, nel
guale si stanno valutando efficacia e sicurezza di KTE-X19 in
pazienti adulti con leucemia linfoblastica acuta recidivan-
te o refrattaria. Questi risultati hanno fornito indicazioni sul
dosaggio e sulla gestione della sicurezza del trattamento con
KTE-X19, di cui beneficera la parte di fase 2 dello studio, at-
tualmente in corso, nonché primi dati incoraggianti di effica-
cia, mostrando alte percentuali di risposta.

La fase 1 ha coinvolto 45 pazienti refrattari primari o recidi-
vanti/refrattari dopo almeno due precedenti linee di terapia,
di cui sei trattati con 2 x 108 cellule/kg, 23 con 1 x 108 cellule/
kg e 16 con 0,5 x 108 cellule/kg.

Dei 41 pazienti nei qualisi e potuta valutare 'efficacia dopo al-
meno 2 mesi di follow-up (il follow-up mediano € di 16 mesi),
i1 68% ha raggiunto una risposta completa o una risposta com-
pleta con recupero incompleto dell'emocromo e i1 100% ha mo-
strato una MRD non rilevabile.

Dei 23 pazienti trattati con il dosaggio scelto per lo studio di
fase 2 attualmente in corso (1 x 108 cellule/kg), 19 sono stati
valutabili per I'efficacia e al momento del cut off dei dati1'84%
aveva ottenuto una risposta completa o unarisposta completa
con recupero incompleto dell'emocromo, mentre il 75% mante-
neva la risposta.
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Sul fonte della sicurezza, non sono state identificate tossicita
dose-limitanti.

La CRS di ha avuto un'incidenza del 29% e la neurotossicita
di grado = 3 un'incidenza del 38%. Durante lo studio, due pa-
zienti hanno sviluppato eventi avversi di grado 5 correlati a
KTE-X19: un ictus nell'ambito della CRS e di eventi neurologici
e un'insufficienza multiorgano secondaria alla CRS. Nel grup-
po trattato con il dosaggio che si utilizzera nella fase 2, la CRS
e la neurotossicita di grado = 3 hanno mostrato un'incidenza
rispettivamente del 26% e 43%.

Da segnalare che durante lo studio e stato utilizzato un nuovo
protocollo di gestione degli eventi avversi in 9 pazienti trattati
con 1x 108 cellule/kg di KTE-X19. In base a questo protocollo, il
trattamento con corticosteroidi e stato avviato all'esordio de-
gli eventi neurologici di grado = 2 (invece che all'esordio degli
eventi digrado 3, come effettuato in precedenza) e tocilizumab
e stato somministrato solo per la gestione delle tossicita nel
contesto della CRRS. In questo sottogrupypo, due pazienti (il 22%)
hanno sviluppato una CRS di grado 3 e uno (I'11%) eventi neuro-
logici di grado 3, ma non vi sono stati eventi di grado 4 0 5.

Ulteriori sviluppi delle CAR T-cells di Gilead

Lo sviluppo di axi-cel prosegue al di la dello studio ZUMA-1. In-
fatti, sono attualmente in corso o pianificati vari trial nei quali
si stanno sperimentando queste CAR T-cells in diversi setting,
da sole 0 in associazione con altri trattamenti.

Anche KTE-X19 e attualmente in fase di sperimentazione, ol-
tre che nello studio ZUMA-3 sui pazienti adulti con leucemia
linfoblastica acuta, in altri trial, per altre indicazioni (linforna
mantellare, leucemia linfoblastica acuta in pazienti pediatri-
ci e adolescenti e leucemia linfatica cronica).
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Per quanto riguarda axi-cel, per esempio, € gia partito lo studio
multicentrico di fase 1/2 ZUMA-12 (NCT03761056), nel quale
axi-cel viene impiegato in pazienti con linforna a grandi cel-
lule B ad alto rischio come terapia di prima linea, e non dopo
che sono risultati refrattari o sono ricaduti; i partecipanti do-
vrebbero essere circa 40 e i primi dati dovrebbero arrivare nel
giugno 2020.

Inoltre, lo studio ZUMA-7 (NCT03391466) sta arruolando pa-
zienti, un trial randomizzato di fase 3 nel quale axi-cel viene
confrontato con lo standard of care come terapia di seconda
linea in soggetti adulti con linfoma diffuso a grandi cellule B
recidivato/refrattario. L'obiettivo degli sperimentatori e reclu-
tare circa 350 partecipanti e I'analisi primaria dovrebbe esse-
re disponibile nel 2022.

Cosi come per tisagenlecleucel, si sta poi sperimentando axi-
cel anche in associazione con altri trattamenti. Per esempio, il
prodotto e attualmente oggetto di indagine nello studio di fase
1/2 ZUMA-6 (NCT02926833) in pazienti con linfoma diffuso
a grandi cellule B refrattario trattati con queste CAR T-cells
e, a seguire, con un ciclo di durata limitata dell'inibitore del
checkpoint immunitario PD-L1 atezolizumab; il trial ha arruo-
lato circa 40 pazienti e i primi risultati dovrebbero essere di-
sponibili quest’anno.

Nello studio ZUMA-11 (NCT03704298), un trial multicen-
trico di fase 1/2 su circa 50 pazienti con linforma a grandi
cellule B refrattario, axi-cel viene, invece, valutato in com-
binazione con utomilumab, un anticorpo monoclonale in
grado di legarsi in modo specifico al recettore 4-1BB presen-
te nelle cellule T, potenziando l'effetto anti-tumorale del si-
stema immunitario; i dati dell’analisi primaria dovrebbero
arrivare all'inizio del 2021.
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Per quanto riguarda KTE-X19, invece, lo si sta testando nello
studio multicentrico di fase 2 ZUMA-2 (NCT02601313] su pa-
zienti adulti con linfoma mantellare ricaduto/refrattario; il trial
dovrebbe coinvolgere circa 130 pazienti e i risultati dell'analisi
primaria dovrebbero essere disponibili entro la fine 2019.

Inoltre, € in corso lo studio di fase 1/2 ZUMA-4 (NCT02625480)
su pazienti pediatrici e adolescenti con leucemia linfoblasti-
ca acutaricaduta/refrattaria; l'obiettivo dell'arruolamento e di
circa 100 pazienti e i risultati dell'analisi primaria saranno di-
sponibili non prima del 2020.

E partito nell'autunno scorso anche lo studio multicentrico di
fase 1/2 ZUMA-8 (NCT03624036), nel quale i pazienti arruo-
lati (circa 100, secondo i programmi) sono soggetti adulti con
leucemia linfatica cronica recidivata/refrattaria; per I'analisi
primaria si dovra aspettare la primavera 2021.
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Intervista a Cristina Le Grazie
Direttore medico di Gilead Italia

Come sta procedendolo sviluppo clinico di axi- B

\
cel e delle altre CAR T-cells nella pipeline di Gi- | |
lead nel mondo?

) .. : : : : | |
Lo sviluppo clinico dei nostri prodotti a base di CAR T-cells sta |
procedendo attraverso diversi studi condotti a livello mondia- “ |
le, che coinvolgono anche centri in Europa e in Italia, nell'am-

<

bito delle neoplasie ematologiche a cellule B.

Qual e la tecnologia utilizzata per produrre le

vostre CAR T-cells e quali sono le sue caratteri-
stiche e i suoi vantaggi?

Per preparare axi-celilinfociti T del paziente vengono modi-
ficati geneticamente per fare in modo che esprimano un re-
cettore chimerico per l'antigene, cioe un CAR, diretto contro
l'antigene CD-19. I linfociti T cosi modificati vengono succes-
sivamente stimolati all’'espansione per poi essere reinfusi
nel paziente, dove riconoscono ed eliminano le cellule tumo-
rali che esprimono l'antigene CD-19. Il prodotto e indicato per
il trattamento di pazienti affetti da linfoma diffuso a grandi
cellule B e linfoma primitivo del mediastino che hanno gia
fatto almeno due linee di terapia; si somministra con una
singola infusione e ha la potenzialita di indurre remissioni
complete in una buona percentuale di pazienti, rispetto alle
terapie standard. Il follow-up a 27 mesi dello studio registra-
tivo ZUMA-1 mostra una sopravvivenza globale mediana non
ancora raggiunta (piu della meta dei pazienti e ancora vivo),

a fronte di una sopravvivenza mediana con le terapie stan-
dard di circa 6 mesi.
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Quali sono le prime reazioni all'impiego del

farmaco da parte della comunita scientifica?

La comunita scientifica riconosce il valore di questa impor-
tante innovazione terapeutica per il trattamento di pazienti
che altrimenti avrebbero un’aspettativa di vita molto ridotta.
Allo stesso tempo, c’e la consapevolezza che non potra essere
un'opzione terapeutica per tutti i pazienti affetti dalle patolo-
gie sopra menzionate. Sara quindi molto importante per gli on-
coematologi definire dei criteri che consentano di selezionare
al meglio i pazienti che potranno trarre un reale beneficio dal-

la terapia con axi-cel e nei quali la tossicita del trattamento
sara opportunamente gestibile.
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Come verra gestito I'accesso al prodotto, ora

che e approvato, nel nostro Paese?

Axi-cel potra essere somministrato solo in centri opportuna-
mente qualificati per questo tipo di trattamento. Gilead e di-
sponibile per fornire le necessarie qualifiche ai centri oppor-

tunamente identificati a livello regionale sulla base dei criteri
stabiliti dall'Aifa.

Quali sono gli ostacoli principali che vede per
I'accesso ad axi-cel nella realtaitaliana e come

pensate di superarli?

La capacita del sistema, intesa come numero di centri quali-
ficati, risorse degli stessi e numero di pazienti trattabili per
centro, ad oggi non e ancora dimensionata per riuscire a trat-
tare tutti coloro che potrebbero potenzialmente beneficiare del
trattamento con le CAR T-cells. Serve, dunque, una stretta col-
laborazione tra istituzioni, comunita scientifica e azienda per
realizzare un sistema funzionale ad accogliere questa impor-
tante innovazione terapeutica.

Avete qui in Italia un’'unita dedicata alle CAR

T-cells? Se si, come e organizzata?

Si, l'affiliata italiana ha un dipartimento di Medical Affairs e
una Business Unit interamente dedicate alla terapia cellulare.
Entrambi i dipartimmenti hanno figure di sede e di territorio.

Quali attivita prevedete di attuare per informa-
re la comunita medico-scientifica sui risultati
che si possono ottenere con questa terapia e

sulla disponibilita del prodotto?

Il supporto reattivo e tempestivo alle richieste educaziona-
li sui risultati clinici di axi-cel provenienti dalla comunita
scientifica e la principale responsabilita del dipartimento di
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Medical Affairs. Inoltre, nei centri che verranno qualificati per
l'erogazione di axi-cel, la direzione medica effettuera forma-
zione specifica sulla gestione delle tossicita del trattamento,
corme concordato con le autorita regolatorie europee e italiane.

Dove verranno prodotte le CAR T-cells di Gilead

destinate ai pazienti italiani?

Fino alla fine del 2019 axi-cel verra prodotto negli Stati Uniti.
Nel 2020 e prevista la piena operativita di un sito produttivo
europeo nei Paesi Bassi, in prossimita dell'aereoporto di Am-
sterdam.

Ci sono spazi di miglioramento della tecnolo-
gia produttiva?

La tecnologia produttiva delle nostre CAR T-cells autologhe,
come axi-cel, vanta un elevata percentuale di successo pro-
duttivo (99% nello studio clinico registrativo).

Con I'evolversi di nuove tecnologie, per esempio le CAR T-cells
allogeniche, ci si aspetta un contestuale avanzamento della
tecnologia produttiva.

Qualisono le possibili evoluzioni future di que-

sta terapia?

Le potenziali evoluzioni di questa terapia sono numerose e po-
trebbero essere esportabili anche ad altre aree terapeutiche.
In ambito oncoermatologico, una delle sfide piu importanti
sara quella di espandere lo spettro delle patologie trattabili
con questo tipo di tecnologia attraverso l'identificazione di
nuovi target antigenici e lo sviluppo di CAR T-cells specifiche.
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Lisocabtagene maraleucel (liso-cel)

e idecabtagene vicleucel (ide-cel),
le CAR T-cells di Celgene

Celgene e attualmente impegnata nello sviluppo di diver-
se immunoterapie cellulari a base di CAR T-cells. I prodot-
ti piu avanti nello sviluppo sono lisocabtagene maraleucel
(liso-cel, identificato in precedenza con la sigla JCARO17]) e
idecabtagene vicleucel (ide-cel, identificato in precedenza
con la sigla bb2121).

Liso-cel € un prodotto a base di CAR T-cells anti-CD19 svilup-
pato inizialmente dal Fred Hutchinson Cancer Research Cen-
ter di Seattle e dalla biotech Juno Therapeutics, acquisita nel
gennaio 2018 da Celgene; e in fase avanzata di sviluppo (gia
iniziata la fase 3] per il trattarmento dei linfomi non-Hodgkin e
della leucemia linfatica cronica, ma non e ancora stato appro-
vato dalle agenzie regolatorie in nessun Paese.

Ide-cel & una terapia a base di CAR T-cells dirette contro l'an-
tigene di maturazione delle cellule B (BCMA) in fase di speri-
mentazione per il trattamento di pazienti affetti da mieloma
multiplo recidivato/refrattario e sviluppata da Celgene in col-
laborazione con BlueBird Bio. Il prodotto non e al momento ap-
provato dalle agenzie regolatorie in nessun Paese.

Liso-cel

Liso-cel € un'immunoterapia cellulare a base di CAR T-cells di
seconda generazione aventi come bersaglio 'antigene CD19
e attualmente allo studio per il trattamento dei pazienti con
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linforna non-Hodgkin aggressivo recidivato/refrattario, tra cui
pazienti con linfoma diffuso a grandi cellule B, linforma follico-
lare di grado 3B, linforma primitivo del mediastino a cellule B,
linfoma mantellare, e altri ancora.

Cosicome le due CAR T-cells gia approvate dalle agenzie rego-
latorie, Aifa compresa, (tisagenlecleucel e axi-cel), il prodot-
to e costituito da cellule T autologhe prelevate dal paziente,
modificate geneticamente in laboratorio in modo da renderle
capaci di esprimere un CAR in grado di riconoscere I'antigene
CD19, legarsi alle cellule che lo esprimono sulla loro superfi-
cie, e, di conseguenza, attivarsi ed eliminarle.

Una caratteristica distintiva di liso cel & quella di essere costi-
tuito da una miscela di composizione definita (rapporto1:1) di
linfociti T CD4+ e CD8+ trasdotti con il CAR. Secondo gli speri-
mentatori di questa terapia cellulare, tale caratteristica con-
sente la somministrazione di una dose precisa e fissa di CAR
T-cells CD4+ e CD8+ in parti uguali, il che sitradurrebbe in una
bassa variabilita della composizione del prodotto e della fun-
zionalita delle cellule. Tuttavia, il significato clinico di questa
composizione definita e ancora oggetto di studio.

Come si produce liso-cel

Nello studioregistrativo TRANSCEND-NHL-001, secondo quan-
to riferito dagli autori, il temnpo ‘da vena a vena'’ e stato inferio-
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re a 3 settimane e la produzione di liso-cel ha avuto una pezr-
centuale di successo del 99% (132 pazienti su 134). Non sono
attualmente disponibili informazioni e dati relativi al proces-
so di produzione di liso-cel.

I1 CAR diliso-cel

Il transgene codificante per il CAR di liso-cel viene veicolato
nelle cellule T da un vettore lentivirale. Il CAR é costituito da
una porzione extracellulare, formata da un frammento varia-
bile di un anticorpo murino a catena singola (scFv) in grado di
legarsi specificamente all'antigene CD19,

Cellula tumorale

Antigene target )
Epitopo
ScFv
Dominio
transmembrana

&— Spacer

Dominio
o intracellulare
co-stimolatorio

Dominio
di attivazione
e segnalazione

CAR T-cell

collegato tramite una porzione spazia-
trice e una regione transmembrana alla
porzione intracellulare, formata dal do-
minio co-stimolatorio 4-1BB (lo stesso di
tisagenlecleucel), collegato a sua volta al
dominio di segnalazione CD3 zeta e a una
forma troncata del recettore del fattore di
crescita epidermico umano (EGFRt) (fi-
gura 1). EGFRt espresso, privo sia dei
domini di legame del ligando sia dell’at-
tivita tirosin chinasica, puo facilitare la
rilevazione in vivo delle CAR T-cells som-
ministrate e, in caso di tossicita, potreb-
be teoricamente favorire l'eliminazione
di tali cellule attraverso una risposta ci-
totossica cellulare anticorpo-dipendente
somministrando cetuximab, possibilita
che, tuttavia, non € ancora stata speri-
mentata in uno studio clinico.

Status regolatorio di liso-cel

Liso-cel non & ancora stato approvato
da alcuna agenzia regolatoria. Tuttavia,
Celgene intende sottoporre all'Fda la do-

Dominio Dominio di Marker . . .
. . manda di registrazione del prodotto per
scFv murino anti-CD19 transmembrana segnalazione ditrasduzione , & ) c o D _ p
— | | X | g il trattamento dei pazienti con linfoma
_p.'-'.- e e non-Hodgkin aggressivo recidivato/re-
VL linker VH Spacer CD28tm 4-1BB CD3{ T2A huEGFRt frattario nella seconda meta del 2019,

Figura 1. Struttura del CAR di liso-cel.
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strativo di fase 1 TRANSCEND-NHL-001 (NCT02631044). Non
e ancora stata resa nota la data in cui sara inoltrata la doman-
da di registrazione anche all'Ema.

I dati clinici su liso-cel

Lo studio TRANSCEND-NHL-001

I dati finora disponibili su efficacia e sicurezza di liso-cel
nel trattarmento dei pazienti con linforna non-Hodgkin pro-
vengono sostanzialmente dallo studio registrativo TRAN-
SCEND-NHL-001, un trial multicentrico di fase 1 ancora in cor-
so, condotto in 14 centri statunitensi.

In questo studio, il trattamento con liso-cel ha finora dimostra-
to di avere una tossicita acuta limitata e gestibile e di portare
arisposte durature nella popolazione studiata, formata da pa-
zienti ad alto rischio, fortemente pretrattati.

I partecipanti sono pazienti con linfoma diffuso a grandi cel-
lule B ad alto grado di malignita (de novo o trasformato da un
linfoma follicolare), linfoma follicolare di grado 3B, linfoma
primitivo del mediastino a cellule B o linfoma mantellare, re-
cidivato/refrattario. Per I'arruolamento non e richiesto un va-
lore minimo della conta assoluta dei linfociti e possono essere
arruolati pazienti sottoposti in precedenza senza successo al
trapianto allogenico, con coinvolgimento secondario del si-
stema nervoso centrale (SNC) e con performance status ECOG
pariacZe.

Prima dell'infusione diliso-cel, i pazienti vengono sottoposti a
una linfodeplezione con fludarabina (30 mg/m?) e ciclofosfa-
mide (300 mg/m?) al giorno, per 3 giorni. Dopo la parte inizia-
le di dose-finding, gli sperimentatori hanno scelto due livelli
di dosaggio per le coorti di espansione: 50 milioni di cellule
(sormministrati con una singola o una doppia infusione) e 100
milioni di cellule (somministrati con una singola infusione].
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La coorte dei pazienti con linfoma diffuso a grandi cellule B
e stata suddivisa in una coorte CORE e una coorte FULL. La
coorte CORE comprende i pazienti con linforna a cellule B di
alto grado (double hit o triple hit) e quelli con linfoma diffuso
a grandi cellule B de novo o trasformato da un linforma folli-
colare, mentre la coorte FULL comprende i pazienti della co-
orte CORE piu pazienti con linfoma diffuso a grandi cellule B
trasformato da una leucemia linfatica cronica, linforna della
zona marginale, linforna primitivo del mediastino a cellule B o
linforna follicolare di grado 3B.

I primi dati dello studio sono stati presentati nel 2017 al con-
gresso dell’ASH.

Per quantoriguarda l'efficacia (figura 2], nei 91 pazienti della

coorte FULL:

e il migliore ORR e risultato del 74% e la migliore risposta
completa del 52%; queste percentuali corrispondono anche
all'ORR e alla risposta completa misurate a 3 mesi;

e la DOR mediana e risultata di 5 mesi;

e 'OS mediana non era ancora stata raggiunta.

Nei 67 pazienti della coorte CORE:

e 'ORR a 3 mesi e larisposta completa a 3 mesi sono risultati
rispettivamente del 65% e 54%;

e la DOR mediana e risultata di 9,2 mesi

e 'OS mediana non era ancora stata raggiunta.

Per quanto riguarda la sicurezza:

e in entrambe le coorti, I'incidenza della CRS di grado 3 o su-
periore e risultata molto bassa (1%);

e l'incidenza della neurotossicita di grado 3 o superiore e ri-
sultata piu alta, ma comunque bassa: 12% nella coorte FULL
e 15% nella coorte CORE;
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Figura 2. Durata della risposta e OS nella coorte FULL e nella coorte CORE dello studio TRANSCEND-NHL-001.

Per quantoriguarda l'efficacia, i risultati

chiave sono stati i seguenti:

e  ORR pari al 75%;

e tasso di risposta completa pari al
55%;

e la DOR mediana non risultava anco-
ra raggiunta;

e 1'0S a un anno non risultava anco-
ra raggiunta, ma il 90% dei pazienti
che ha ottenuto una risposta com-
pleta era ancora vivo a 12 mesi
dall'infusione.

Per quanto riguarda la sicurezza:

e gli eventi avversi piu comuni di gra-
do 3 sono risultati le citopenie e l'af-
faticamento;

e Tlincidenza della CRS é risultata del
37% e quella della CRS di grado 3/4
dell'1%;

e lincidenza della tossicita neurologi-
ca erisultatadel 27% e quella di grado
3/4 del 13%;

e il ricorso ai farmaci di salvataggio e
stato limitato (tocilizumab nel 17%
dei pazienti e corticosteroidi nel 21%);

* i1 60% dei pazienti non ha manifestato nessuna di queste e inoltre, non si sono trovate differenze di incidenza della

due tossicita; neurotossicita fra la dose piu bassa di liso-cel impiegata (50
e non si sono registrati decessi correlati al trattamento conle  milionidicellule) e quella pit alta (100 milioni di cellule), il
CAR T-cells. che haindotto gli autori a scegliere la seconda come dose da

Nel giugno 2018, al congresso dell’ASCO, é stato presentato un
aggiornamento dello studio, basato su dati analizzati fino al 4
maggio 2018 e comprendente i risultati di 114 pazienti tratta-
ti con liso-cel, di cui 102 valutabili e la meta dei quali trattati
con la dose pari a 100 milioni di cellule.

utilizzare nella cosiddetta ‘coorte pivotal’ dei pazienti con
linfoma diffuso a grandi cellule B.

Al congresso, lo sperimentatore principale dello studio, il pro-
fessor Jeremy S. Abramson, direttore del Lymphoma Program
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presso il Massachusetts General Hospital Cancer Center di Bo-

ston, ha presentato anche una sottoanalisi dei datidi efficaciae

sicurezza della coorte pivotal dei pazienti con linfoma diffuso a

grandi cellule B, formata da 37 pazienti. In questo sottogrupyo:

e 'ORR e risultato dell’'80%;

e il tasso dirisposta completa e risultato del 59%;

e dopo 6 mesidall'infusione, il 49% era ancora in remissione e
i146% continuava ad avere una risposta completa.

Inoltre, quando gli sperimentatori hanno valutato il mante-
nimento della risposta oltre i 6 mesi nei pazienti trattati con
tutti i livelli di dosaggio, hanno visto che il 93% di coloro che
erano in remissione completa a 6 mesi era ancora in questa
condizione al momento del cut off dei dati.

Un altro aspetto da segnalare e che, sulla base del profilo di si-
curezza rassicurante emerso in queste analisi, si sta valutan-
do anche la possibilita di somministrare liso-cel in un setting
ambulatoriale nell'ambito dello studio TRANSCEND; nel feb-
braio 2018, infatti, Abramson ha presentato ai BMT Tandem
Meetings di Salt Lake City i risultati relativi a otto pazienti in-
fusi in ambulatorio, che suggeriscono la fattibilita di questo
approccio, senza perdere in efficacia e sicurezza.

L'aggiornamento piu recente dei dati dello studio TRAN-
SCEND-NHL-001 arriva dall'ultimo congresso dell’ASCO, nel giu-
gno 2019, dove sono state presentate due analisi di sottogruppi:
uno di 9 pazienti con linfoma secondario dell’'SNC e uno di 17
pazienti con linfoma mantellare.

Nella prima analisi, sette pazienti presentavano linfoma se-
condario dell'SNC al momento del primo trattamento e due al
momento del ritrattamento con liso-cel, e in un solo pazien-
te sono stati osservati eventi neurologici e CRS. Dei sei pa-
zienti con linfoma diffuso a grandi cellule B e coinvolgimen-
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to dell'SNC al momento del primo ritrattamento con liso-cel,
quattro hanno raggiunto risposte complete, due delle quali
mantenute rispettivamente per oltre 8 e 17 mesi. I dati mostra-
no che liso-cel puo essere somministrato in sicurezza anche
ai pazienti con linfoma secondario dell'SNC, una popolazione
caratterizzata da un elevato bisogno clinico non soddisfatto,
nella quale non si e registrato un eccesso di neurotossicita ri-
spetto alla popolazione complessiva studiata.

Nella seconda analisi sono stati riportati i risultati di sicurez-
za e di efficacia preliminare relativi ai 17 pazienti con linforma
mantellare. L'evento avverso piu frequente di grado = 3 e risul-
tato la trombocitopenia (41%), seguita dall'anemia (35%) e dal-
la neutropenia (35%). I1 6 e il 12% dei pazienti, rispettivamen-
te, hanno sviluppato una CRS ed eventi neurologici di grado =
3; inoltre, si e verificata una sindrome da lisi turmorale fatale.
Il migliore ORR osservato € stato del 71% e il miglior tasso di
risposta completa del 53%. Questi risultati sono coerenti con
quelli osservati in tutti i pazienti trattati con liso-cel nello stu-
dio TRANSCEND-NHL-001.

Lo studio TRANSCEND-CLL-004

All'ultimo congresso dell’ASH, nel dicembre 2018, sono sta-
ti presentati anche i primi risultati dello studio TRAN-
SCEND-CLL-004 (NCT03331198), un trial di fase 1/2 di
dose-finding nel quale si e testato liso-cel in pazienti con leu-
cemia linfatica cronica o linforma linfocitico a piccole cellule
ad alto rischio, pesantemente pretrattati, e trattati in prece-
denza con ibrutinib.

Nello studio, liso-cel ha mostrato un’attivita promettente e la
qualita della risposta sembra migliorare nel tempo; inoltre, il
trattamento e risultato tollerabile.

I dati presentati all’ASH si riferiscono a 16 pazienti con leu-
cemia linfatica cronica recidivati o refrattari, non idonei al
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trattamento con un inibitore della BTK, come ibrutinib, o nei
quali questo trattamento aveva fallito. Per poter partecipare,
i pazienti ad alto rischio (cioe portatori della delezione 17p o
di mutazioni di TP53, con IGVH non mutate o con un cariotipo
complesso) devono essere gia stati trattati senza successo con
almeno due linee di terapia precedenti, mentre quelli con ma-
lattia arischio standard con non meno di tre; inoltre, tutti dove-
vano avere un performance status ECOG non superiore a 1.

Dopo essere stati sottoposti a linfodeplezione con fludarabina
30 mg/m? e ciclofosfarmnide 300 mg/m?2, da 2 a 7 giorni dopo i
partecipanti sono stati trattati con liso-cel (sei con 50 milioni
di cellule eirestanti 10 con 100 milioni di cellule).

Il follow-up durante lo studio e stato di 24 mesi, tuttavia, come
richiesto dalle autorita regolatorie, € programmato un fol-
low-up a lungo termine per un massimo di 15 anni dopo l'ulti-
ma infusione di liso-cel.

Sul fronte della sicurezza, sono questi i risultati principali:

e gli eventi avversi piu frequenti sono stati le citopenie;

e la CRS ha avuto un'incidenza complessiva del 75% e la CRS
di grado 3 un'incidenza del 6,3%;

e gli eventi avversi neurologici hanno avuto un'incidenza com-
plessiva del 37,5% e quelli di grado 3 un'incidenza del 18,8%;

e la sindrome da lisi tumorale di qualsiasi grado e quella di
grado 3 hanno mostrato un’incidenza rispettivamente del
12,5% e 12,5%;

e secondo gli autori, le tossicita, comprese la CRS e la neuro-
tossicita, sono state comunque gestibili.

Per quanto riguarda la farmacocinetica:
il temmpo mediano di raggiungimento del picco di espansio-
ne per tuttii pazienti e risultato di 16 giorni (range: 4-30).

Al congresso ASCO 2109 e stato presentato un aggiornamento

deidatirelativo a 23 pazienti, di cui 22 valutabili per la risposta. ’

' A San Diego, sono stati presentati i dati preliminari di effica-

cia, sicurezza e farmacocinetica della porzione di fase 1 dello
studio (quella di dose-finding).

Per quanto riguarda l'efficacia (tabella 1):

e nella valutazione della risposta effettuata 30 giorni dopo il
trattamento con liso-cel, 'ORR nell'insieme delle due coor-
ti e risultato del 75%, con un tasso di risposta completa del
31,3% e un tasso di risposta parziale del 43,8%;

e nella valutazione della risposta effettuata 3 mesi dopo il
trattamento con liso-cel, 'ORR é risultato complessivamen-
te dell’80%, il tasso di risposta completa del 50% e il tasso di
risposta parziale del 30%;

e il 73,3% dei pazienti aveva una MRD non rilevabile alla ci-
tometria a flusso il giorno 30 e tutti hanno mantenuto
I'MRD-negativita fino all'ultimo controllo del follow-up.

INTRODUZIONE LE CAR T-CELLS

Risposta, n (%) Totale (n=8)
Risposta complessiva 6 (75%)
CR 4 (50%)
PR 2 (25%)
SD 1(12,5%)
PD 1(12,5%)
MRD-negativita, n (%) Totale (n=7)
MRD-negativita complessiva 6 (85,7%)
CR 3 (42,9%)
PR 2 (28,6%)
SD 1(14,3%)

Tabella 1. Migliore ORR e MRD-negativita nello studio TRANSCEND-CLL-004. CR.
risposta completa; PR: risposta parziale; SD: stabilizzazione della malattia; PD:

progressione della malattia;
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Riguardo all'efficacia:

e il migliore ORR e risultato dell’'82% e il 46% dei pazienti ha
ottenuto la remissione completa con 0 senza recupero ema-
tologico completo;

e su 20 pazienti valutabili per 'MRD, il 75% ha raggiunto la ne-
gativita nel sangue periferico (sensibilita 10*) e il 65% nel
midollo osseo (sensibilita 10°%);

e le risposte sono apparse durature e 1'83% dei pazienti che
erano in remissione completa 6 mesi dopo l'infusione di li-
so-cel 1o era ancora al momento della valutazione.

Per quanto riguarda la sicurezza:

e gli eventi avversi piu comuni di qualsiasi grado sono stati
anemia (83%), CRS (74%), trombocitopenia (74%), neutrope-
nia (57%) e leucopenia (48%);

e due dei 14 pazienti trattati con 100 milioni di cellule T
CAR-positive hanno sviluppato una tossicita dose-limitan-
te:ipertensione di grado 4 in un caso ed encefalopatia di gra-
do 3, la debolezza muscolare di grado 3 e la sindrome da lisi
tumorale di grado 4 nell’altro paziente;

e su 23 pazienti valutabili per la sicurezza, gli eventi avver-
si degni di nota sono stati la CRS di grado 3 (sviluppatasiin
due pazienti), gli eventi neurologici di grado = 3 (in cinque
pazienti) e la sindrome da lisi tumorale di grado = 3 (in quat-
tro pazienti), mentre non si sono osservate CRS o neurotos-
sicita di grado 5.

Ulteriori sviluppi di liso-cel

Lo sviluppo di liso-cel prosegue su vari fronti e sono attual-
mente in corso o pianificati svariati trial nei quali si sta spe-
rimentando questo trattamento in diversi setting, da solo o in
associazione con altri trattamenti.

Per esempio, nel luglio 2018 é partito lo studio di fase 2 TRAN-
SCEND-NHL-006 (NCT03483103), nel quale si sta valutando
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il prodotto in pazienti con linfoma non-Hodgkin come terapia
di seconda linea. Il trial dovrebbe arruolare 56 pazienti e i pri-
mi dati dovrebbero essere disponibili nel 2021.

Nell'autunno 2018, invece, € iniziato lo studio TRANSFORM
(NCT03575351), un trial multicentrico internazionale di fase
3 nel quale si confronta liso-cel con lo standard of care come
terapia di seconda linea in pazienti adulti con linforni non-Ho-
dgkin a cellule B aggressivi, ad alto rischio e candidabili al tra-
pianto, ricaduti/refrattari. L'obiettivo dell'arruolamento e di
circa 180 pazienti e l'analisi primaria dovrebbe essere effet-
tuata nel 2022.

Inoltre, € appena partito uno studio multicentrico europeo di
fase 1/2 (NCT03743246) che prevede il trattamento con liso-cel
di pazienti pediatrici affetti da linfoma non-Hodgkin a cellule
B aggressivo o leucemia linfoblastica acuta a cellule B, ricadu-
ti/refrattari, al quale parteciperanno anche due centri italiani
(I'Ospedale S. Gerardo di Monza e I'Ospedale Pediatrico Bambi-
no Gesu di Roma).

Celgene ha annunciato che nella prima meta del 2019, negli
USA, e partito anche uno studio di fase 2 su pazienti con leuce-
mia linfatica cronica recidivata/refrattaria trattati con liso-cel
(la fase 2 dello studio TRANSCEND CLL-004).

E ancora, nello studio di fase 1/2 PLATFORM (NCT03310619),
partito nell'autunno 2017, si sta valutando liso-cel in combi-
nazione con altri agenti (I'anti PD-L1 durvalumab e CC-122] in
soggetti con neoplasie a cellule B refrattarie o ricadute dopo
almeno due linee di terapia, comprendenti un anticorpo an-
ti-CD20 e un’antraciclina. I partecipanti dovrebbero essere
circa 100 e l'analisi primaria dovrebbe essere eseguita nella
primavera del 2022.
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Ide-cel e bbh21217

Ide-cel e una terapia a base di CAR T-cel-
ls di seconda generazione aventi come
bersaglio I'antigene BCMA, espresso sul-
la superficie delle plasmacellule nor- Vettore virale
mali e tumorali.

Dominio di
Il prodotto viene preparato a partire da Hggﬂ% ?tli;ﬁm
cellule mononucleate del sangue perife- turmorale
rico del paziente, attivate con anticorpi

anti-CD3 e CD28, trasdotte con un vetto-
re lentivirale codificante per il CAR spe-
cifico di ide-cel e quindi espanse per un
periodo di 10 giorni. Il CAR in questione
e costituito da un dominio di riconosci-
mento formato da un frarsnmento a singo-
la catena (scFv) di un anticorpo capace

di riconoscere in modo specifico BMCA,
collegato alla porzione cerniera CD8 alfa \W
ealdominiotransmembrana,legatoasua

volta al dominio co-stimolatorio 4-1BB e

al dominio di segnalazione e attivazione
delle cellule T CD3-zeta (figura 3).

Domini di
segnalazione

CAR T-cell

Si suppone che le CAR T-cells ide-cel ri- Struttura del CAR diide-cel

conoscano il BCMA presente sulla super-
ficie delle cellule mielomatose e si leghi- MND 4-1BB
no ad esse, determinandone 'apoptosi.

Al congresso ASH 2018 sono stati pre- Promotore Linker

sentati i risultati iniziali ottenuti con un ! !

prodotto simile, chiamato bb21217: CAR Dominio di riconoscimento Domini di segnalazione
dell'antigene tumorale

T-cells anti-BCMA di nuova generazione
ottenute con la stessa piattaforma di ide-
cel, ma apportando una variazione del Figura3.Struttura del CAR diide-cel (bb2121).
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processo di produzione finalizzata a migliorare la persistenza
delle cellule e consistente nell'aggiunta di un inibitore dell'en-
zima PI3K, che si pensa favorisca la trasformazione delle
cellule T verso un fenotipo ‘memory-like’. Le evidenze sugge-
riscono, infatti, che cellule con questo fenotipo persistano e
funzionino piu a lungo delle altre CAR T-cells, garantendo una
maggior durata dell'effetto antitumorale.

Status regolatorio di ide-cel

Nelnovembre 2017, 'Fda ha concesso a ide-cel la designazione
di terapia fortermnente innovativa (breakthrough therapy) sul-
la base dei risultati della parte di dose-escalation dello studio
CRB-401. 'agenzia dovrebbe esprimersi in merito alla possibi-
le approvazione di ide-cel nella seconda meta del 2020.

I dati clinici suide-cel e bb21217

Ide-cel

I dati piu maturi attualmente disponibili su ide-cel sono quel-
li dello studio CRB-401 (NCT02658929), un trial di fase 1 in
aperto e in due parti, tuttora in corso, il cui obiettivo e valutare
la sicurezza e l'efficacia preliminari di ide-cel in pazienti con
mieloma multiplo ricaduto/refrattario gia trattati con almeno
tre linee di terapia, comprendenti un inibitore del proteasoma,
un agente immunomodulante e un anticorpo monoclonale.
La prima parte dello studio & una fase di dose-escalation nel-
la quale i partecipanti sono stati trattati con dosi crescenti di
ide-cel (50, 150, 450 e 800 milioni di CAR T-cells) per deter-
minare la dose massima tollerata; la seconda parte € una fase
di dose-expansion nella quale i pazienti sono stati trattati con
ide-cel per valutare ulteriormente la sicurezza, la tollerabilita
e l'attivita clinica alle dosi raccomandate per la fase 2.

I primi dati dello studio erano stati presentati nel 2017 al con-
gresso dell’ASCO e poi al congresso dell’ASH, dove avevano de-
stato enorme interesse. Inizialmente, gli sperimentatori han-
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no riportato un ORR del 94% nelle coorti trattate con le dosi
attive di ide-cel e un'incidenza della CRS del 71%. I dati sono
poi maturati ulteriormente e sono stati presentati nel giugno
2018 al congresso dell’ASCO, confermando le forti potenzialita
di ide-cel nella popolazione studiata.

Presentandoirisultati al meeting, la prima autrice dello studio,
Noopur Raje, a capo del Center for Multiple Myeloma del Massa-
chusetts General Hospital Cancer Center di Boston, ha detto che
il trattamento con dosi attive di ide-cel (almeno 150 milioni di
cellule) ha indotto risposte profonde e durature in pazienti con
mieloma multiplo pesantemente pretrattati, che hanno rispo-
sto indipendentemente dal livello di espressione di BMCA.

Nella prima parte dello studio, di dose-escalation, gli speri-
mentatori hanno trattato 21 pazienti con ide-cel a dosi com-
prese fra 50 e 800 milioni di CAR T-cells. Nella fase successiva,
di espansione della dose, altri 22 pazienti sono stati infusi con
ide-cel a dosaggi compresi fra 150 e 450 milioni di CAR T-cells
(le dosi attive). Prima dell'infusione, i partecipanti sono stati
sottoposti a una linfodeplezione con fludarabina (30 mg/m?) e
ciclofosfamide (300 mg/m?2).

Per quantoriguardairisultati di efficacia, nei pazienti trattati

con una dose attiva di ide-cel:

 I'ORR e risultato del 95,5%, il tasso di risposta completa o ri-
sposta completa stringente del 50% e il tasso di risposta par-
ziale molto buona del 36,4%;

e nei pazienti trattati con una dose pari a 450 milioni di CAR
T-cells le risposte aide-cel sono state osservate indipenden-
temente dai livelli di espressione di BCMA;

e per tutte le dosi attive si € osservata una relazione dose-ri-
sposta;

e la PFS mediana (riportata per la prima volta al congresso
ASCO 2018]) e risultata di 11,8 mesi;

e neipazientiresponder valutabili (16), tutti risultati MRD-ne-
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gativi, la PFS mediana e risultata di 17,7 mesi;
e laDOR mediana e stata di 10,8 mesi.

valutazione;

e tutti sono risultati MRD-negativi in uno o pit momenti di
I risultati di sicurezza sono apparsi rassicuranti e il tratta-
mento e risultato gestibile e ben tollerato:

 le risposte al trattamento si sono osservate precocemente,
con un tempo mediano di raggiungimento della prima rispo-
e l'incidenza della CRS e stata del 63%, ma solo in due casi ¢ le risposte sono apparse durature, con una DOR mediana di
(5%) e stata di grado 3 o superiore e cornunque e risultata
gestibile;

sta parziale o migliore di 1 mese (range: 0,5-3 mesi);
10,9 mesi;
e la neurotossicita di grado = 3 ha mostrato un'incidenza del
completamente;

neutropenia (79%), trombocitopenia (51%) e anemia (44%);

e ipazienti che hanno risposto hanno mostrato un'espansio-
ne maggiore delle CAR T-cells;
2% e nell'unico paziente che I'ha avuta di grado 4 si e risolta ¢ inoltre, le risposte si sono ottenute indipendentemente dai
e gli altri eventi avversi di grado = 3 di interesse sono stati ¢ la PFSmediana e risultata di 11,8 mesi.

livelli di BCMA nel siero o nel tumore;
e lamaggior parte degli effetti avversi e risultata curabile e ri-
solvibile in tempi rapidi;

e non sisono registrati casi di CRS di grado 4, né decessi dovu-
ti a CRS o neurotossicita.

I1 2 maggio 2019 sono stati pubblicati sul New England Journal
of Medicineirisultati chiave di efficacia e sicurezza delle coorti

di dose-escalation e dose-expansion dello studio CRB-401 relati- l‘\
vi ai primi 33 pazienti consecutivi trattati con ide-cel (di cui 21 ‘
trattati nella fase di dose-escalation dello studio e 12 nella fase
di dose-expansion]), con un follow-up minimo di almeno 6 mesi.

I partecipanti erano gia stati sottoposti a una mediana di sette |

regimi anti-mieloma (range: 3-23), che comprendevano agenti
immunomodulatori, inibitori del proteasoma e daratumumab
nella maggioranza dei pazienti. Tutti tranne uno erano anche
gia stati sottoposti a un trapianto autologo di cellule staminali.
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Per quanto riguarda l'efficacia (tabella 2 e figura 4), nei pri-
mi 33 pazienti trattati:

e 'ORR e risultato dell’85%, con un tasso di risposta completa
del 45% e di risposta parziale molto buona del 27%;
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Per quanto riguarda 150x106_ 50105
la sicurezza: 50x10° 150x10° 800x10° 800x10° 800x10°
e viene riportata CAR+ T Cells CAR+ Tells 450x10° CAR+ T Cells CAR+ T Cells CAR+ T Cells
un’incidenza del || Variable (N=3) (N=8) CAR+ T Cells (N=3) (N=30) (N=33)
76% della CRS, nel <50% ~50%
70% dei casi di BCMA BCMA
grado < 2 e nel 6% (N=8)t  (N=11)3
di grado 3, sem- Objective response::
pre risultata re- No. of patients with a response 1 6 8 10 3 27 28
versibile; Rate — % (95% Cl) 33 75 100 91 100 90 85
e lincidenza della (1-91) (35-97)  (63-100)  (59-100)  (29-100) (74-98) (68-95)
neurotossicita di Best overall response — no. (%)
qualsiasi grado € Stringent complete response 0 5 (63) 3 (38) 4 (36) 0 12 (40) 12 (36)
risultata del 42%, Complete response 0 0 0 1(9) 2 (67) 3 (10) 3(9)
0 . o s
nel 39% dei casidi Very good partial response 0 0 4 (50) 4 (36) 1(33) 9 (30) 9 (27)
< -
giadg _Se/e[nel e Partial response 1(33) 1(12) 1(12) 1(9) 0 3 (10) 4 (12)
stante o, (un pa-
ziente) di gradc? 4: Stable disease 2 (67) 1(12) 0 1(9) 0 2(7) 4(12)
e gli eventi avvers,i Progressive disease 0 1(12) 0 0 0 1(3) 1(3)
pitt comuni di gra- Median duration of response (95% Cl) 1.9 NE 7.7 12.9 10.9 10.9
do = 3 sono stati — mo (NE-NE) (5.3-14.8) (10.9-12.9) (7.2-NE) (7.2-NE)
le tossicita ema- Negativity for MRD§
tologiche, tra cui No. of patients with a response who 0 4 11 1 16 16
1a nel’ltropenia could be evaluated for MRD
[:85%:] la leucope- Rate — % 0 100 100 100 100 100
. o 1 .
nia (58%),lanemia | « responses were confirmed and assessed according to the International Myeloma Working Group Uniform Response Criteria for Multiple
(45%) e la trombo- Myeloma (details on the criteria for disease response are provided in the Supplementary Appendix). Percentages may not total 100 because
citopenia (45%) of rounding. MRD denotes minimal residual disease, and NE could not be estimated.
. , ' T Data are for BCMA expression on bone marrow plasma cells at screening.
* si sono sviluppa- 1 An objective response was defined as a partial response or better.
te infezioni nel |§ Negativity for MRD was defined by a sensitivity level of at least 10~ nucleated cells on the next-generation sequencing assay clonoSEQ
42% dei vazienti (Adaptive Biotechnologies); 15 patients were MRD-negative at 10~ (indeterminate, 1 patient), and 3 were MRD-negative at 10™ (indetermi-
] 0 o 12 ) ! nate, 10 patients). A total of 12 of the 16 patients who had a response and were MRD-negative had at least two MRD-negative assessments.
di cui il 6% di gra- Reasons that MRD could not be evaluated were an inability to detect the malignant clone in the baseline bone marrow aspirate, which made
do 3, mentre non follow-up evaluation impossible (in 7 patients), failure of the MRD result in quality-control testing (in 2 patients), and nonreceipt of the bone
ne sono state regi- marrow aspirate sample (in 6 patients).

strate di grado4. Tabella2. Risposta del tumore in base alla dose di CAR T-cells CAR-positive nello studio CRB-401.
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No. of
Patients

1.0

<150%x10% CAR+ T Cells 3 3
=150%x10° CAR+ T Cells 30 15

0.8

0.6

0.4
<150x10% CAR+ T cells

0.2+

Probability of Progression-free Survival

No. of
Events

Questi primi pazienti, dopo la consue-

! . ta linfodeplezione con fludarabina e

P’°g'ess(';’;‘;/£"é";)s”"“’a' ciclofosfamide, sono stati sottoposti a

mo un’infusione di bb21217, alla dose di 150

2.6 (1.1-2.9) milioni di cellule. Il protocollo del trial,

t8 (6.2-NB) tuttora in corso, prevede tuttavia uno

schema di aumento del dosaggio 3 + 3,

dove 150 milioni di cellule e la dose ini-

ziale e 800 milioni di cellule la dose piu
alta che sara utilizzata.

Median

=150x10% CAR+ T cells ) ) . . )
I risultati sono incoraggianti. Presentan-

do i dati al congresso, Nina Shah, dell'U-
niversita della California di San Fran-

0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T

Months since bb2121 Infusion

No. at Risk
<150%x 10 CAR+ T cells 3 3 2 0
>150% 106 CAR+ T cells 30 30 28 27 26 26 17 14 14 12 12 11 8 7 6 5 5

cisco, ha detto che il trattamento con il
primo livello di dose testato ha mostrato
una promettente e rapida attivita clinica,
le risposte ottenute si sono approfondite
nel tempo e si sono raggiunte remissioni

Figura 4. Curve di PFS dei pazienti trattati con ide-cel nello studio CRB-401.

Il picco di espansione delle CAR T-cells e risultato piu alto nei
pazienti che hanno sviluppato una CRS e le cellule sono rima-
ste rilevabili 6 mesi dopo l'infusione nel 57% dei pazienti.

bb21217

Al congresso ASH 2018 sono stati presentati i risultati pre-
liminari dello studio multicentrico di fase 1 CRB-402
(NCT03274219), relativi a 12 pazienti con mieloma multiplo
ricaduto/refrattario altamente pretrattati (con una mediana
di sette trattarmenti precedenti), ai quali sono state sommini-
strate le CAR T-cells anti-BMCA di nuova generazione bb21217,
che rappresentano una versione migliorata diide-cel, in modo
da avere un arricchimento di cellule T con un fenotipo ‘me-
mory-like’, al fine di migliorarne la persistenza, che é ritenuta
uno dei fattori determinanti per la durata della risposta.
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complete fino a 10 mesi dopo l'infusione.

Dopo l'infusione si € osservata una robusta espansione delle
cellule T CAR-positive, risultata indipendente dal carico tu-
morale, e le cellule T sono rimaste rilevabili per 9 mesi dopo il
trattamento.

Per quanto riguarda l'efficacia:

* I'ORR e risultato dell’'83,3%, il tasso di remissione completa o
remissione completa stringente del 25% e il tasso di risposta
parziale molto buona o migliore del 75%;

e il tempo di raggiungimento della prima risposta e della mi-
gliore risposta e stato in entrambi i casi di un mese;

e tuttiipazienti che hanno risposto, tranne uno, sono ancora
in remissione e il primo paziente trattato continua a esserlo,
a piu di un anno dall'infusione;
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e tutti e quattro i pazienti che hanno risposto nei quali si & po-
tuta valutare 'MRD sono risultati MRD-negativi, mentre tutti
e due i non responder valutabili sono risultati MRD-positivi.

Per quanto riguarda la sicurezza, la Shah ha riferito che il pro-
filo di sicurezza di bb21217 osservato finora sermbra essere co-
erente con le tossicita gia note delle terapie con CAR T-cells:

e la CRRS si e manifestata nel 67% dei pazienti, ma nella mag-
gior parte dei casi e stata di grado 1 0 2 (solo un caso di grado
3 e nessuno di grado 4);

e 1] 25% dei pazienti ha sviluppato neurotossicita;

e nell’'83% dei pazienti si e sviluppata neutropenia (risoltasi in
tutti i casi tranne uno entro il giorno 65) nel 50% trombocito-
penia (nellamaggior parte deicasirisoltasi entroil giorno 32),

e complessivamente, quattro pazienti hanno manifestatouno
0 piu eventi avversi gravi, ma non vi sono stati decessi;

e inoltre, non si € riscontrata alcuna tossicita dose-limitante.

Nina Shah ha spiegato che servono ora un follow-up piu lungo
e un maggior numero di pazienti arruolati per valutare la DOR
alla dose attuale, cosi come la sicurezza e I'attivita di dosi piu
alte di bb21217.
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Ulteriori sviluppi diide-cel
Al di 1a dello studio CRB-401, ide-cel e attualmente in speri-
mentazione in tre studi clinici.

Incoraggiate dai risultati molto promettenti di questo studio,
Celgene e Bluebird Bio hanno avviato nel 2017 uno studio in-
terazionale di fase 2, chiamato KarMMa (NCT03361748), che
sta attualmente arruolando i pazienti e servira come base per
larichiesta di approvazione diide-cel alle autorita regolatorie.
L'obiettivo e di includere 150 pazienti con mieloma multiplo
r/r el'endpoint primario del trial, che dovrebbe concludersinel
novembre 2023, e 'ORR.

E partito poi nell'estate 2018 lo studio KarMMa 2 (NCT0360-
1078), anch’esso uno studio multicentrico registrativo di fase
2. Il trial, in aperto e multicoorte, punta a valutare in modo
piu approfondito ide-cel in pazienti con mieloma multiplo r/r
e pazienti con mieloma multiplo ad alto rischio. Dovrebbero
partecipare al trial, il cui completamento e previsto nel 2025,
circa 180 pazienti.

Inoltre, e gia iniziato lo studio di fase 3 KarMMa 3 (NCT0365-
1128), un trial nel quale si confrontano efficacia e sicurezza di
ide-cel rispetto alle triplette standard in pazienti con mieloma
multiplo recidivato/refrattario, ma pretrattati meno pesante-
mente rispetto a quelli valutati nello studio CRB-401 (almeno
due linee di trattamento, ma non piu di quattro).

Presentando i dati di CRB-401 all’ASCO, Noopur Raje ha detto
che, avendo ottenuto la proof-of-concept dell'efficacia di ide-
cel in pazienti con malattia estremamente avanzata, sono ora
previsti ulteriori trial su pazienti in setting piu precoci. In piu,
i ricercatori stanno cercando di indentificare possibili fatto-
ri predittivi di risposta e biomarcatori per predire la tossicita,
capire chi siano i pazienti che progrediscono e quali siano i
meccanismi alla base di tali progressioni.
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Intervista a Francesca Russo
Direttore medico di Celgene

Come procede lo sviluppo clinico di liso-cel a

livello mondiale?

Celgene sta attualmente lavorando su un ampio portfolio di
terapie cellulari e le sue CAR T-cells, oltre a essere in fase di
sperimentazione in studi clinici registrativi per il trattamento
di diverse patologie, sono al vaglio dei ricercatori anche in un
numero crescente di studi clinici in fase iniziale. I due prodot-
ti in fase piu avanzata di sviluppo sono liso-cel e ide-cel.
Liso-cel € un prodotto sperimentale a base di CAR T-cells an-
ti-CD19 attualmente valutato in svariati studi clinici, primo
fra tutti lo studio registrativo di fase 1 TRANSCEND-NHL-001,
nel quale si valuta il prodotto come trattamento per i pazienti
con linforna non-Hodgkin a cellule B recidivante/refrattario.
TRANSCEND NHL-006 e, invece, uno studio multicentrico di
fase 2, in aperto, nel quale si testa liso-cel nel trattamento del
linforna non-Hodgkin a cellule B recidivante/refrattario in pa-
zienti non eleggibili al trapianto di cellule staminali ematopo-
ietiche ed e condotto solo negli Stati Uniti.

E inoltre in corso lo studio TRANSCENDWORLD JCARO17 BCM-
001, volto a determinare efficacia e sicurezza di liso-cel in sog-
getti adulti con linforna non-Hodgkin a cellule B di tipo aggres-
sivo. Il trial € condotto in Austria, Belgio, Finlandia, Francia,
Germania, Italia, Giappone, Paesi Bassi, Spagna, Svizzera e Re-
gno Unito.

I1 prodotto e gia arrivato alla fase 3 con lo studio TRANSFORM,
un trial in aperto di confronto tra liso-cel e lo standard di cura
per il trattamento del linforna non-Hodgkin a cellule B reci-
divante/refrattario. A questa sperimentazione partecipano
centri di Stati Uniti, Belgio, Canada, Francia, Germania, Italia,
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Giappone, Paesi Bassi, Spagna, Svezia, Svizzera e Regno Unito.
Un altro studio in corso e PLATFORM, un trial esplorativo con-
dotto solo negli Stati Uniti, avente come obiettivo la valutazio-
ne della sicurezza e dell'efficacia di liso-cel somministrato in
cormbinazione con altre terapie (durvalumab e CC-122]) in sog-
getti con neoplasie a cellule B recidivanti/refrattarie.

Infine, si sta sviluppando liso-cel anche come trattamento per
la leucemia linfatica cronica e il linfoma linfocitico a piccole
cellule recidivanti/refrattari nello studio multicentrico di fase
1/2 TRANSCEND CLL-004. Il trial comprende pazienti con ma-
lattia ad alto rischio in base al profilo citogenetico, precedente-
mente trattati con ibrutinib, ed € condotto solo negli Stati Uniti.
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Come procede lo sviluppo clinico di ide-cel a li-

vello mondiale?

Ide-cel, una terapia sperimentale con CAR T-cells anti-BCMA,
nata dalla collaborazione con Bluebird Bio, € attualmente in via
di sviluppo in tre studi clinici: KarMMa, KarMMa 2 e KarMMa 3.
KarMMa e uno studio multicentrico registrativo di fase 2, in
aperto, a braccio singolo, in cui si valutano efficacia e sicurez-
za di ide-cel in pazienti con mieloma multiplo recidivante o
refrattario. Il trial e attualmente condotto in 20 centri, 9 dei
quali negli Stati Uniti, 10 nell’'Unione europea e uno in Canada.
KarMMa 2 e uno studio registrativo di fase 2,in aperto, a braccio
singolo, condotto in America del Nord e in Europa. Lo studio e
attualmente in fase di reclutamento e mira a valutare ulterior-
mente ide-cel in pazienti con mieloma multiplo recidivante/
refrattario.

Infine, KarMMa3 e uno studio multicentrico di fase 3, rando-
mizzato, in aperto, che confronta l'efficacia e la sicurezza di
ide-cel rispetto alle triplette standard in pazienti con mieloma
multiplo recidivante/ refrattario.

Qual é la tecnologia utilizzata per produrre li-

so-cel e ide-cel?

Liso-cel e una terapia cellulare sperimentale che utilizza lin-
fociti T ingegnerizzati in laboratorio e armati con CAR diretti
contro 'antigene CD19, una glicoproteina di superficie espres-
sa durante lo sviluppo delle cellule B normali, che viene man-
tenuta anche dopo la loro trasformazione maligna. Le CAR-
T-cells liso-cel mirano la propria azione contro le cellule del
linforna non-Hodgkin per eliminarle, grazie all'espressione di
un CAR costituito principalmente da un dominio extracellula-
re che riconosce in modo specifico CD19, il dominio co-stimo-
latorio 4-1BB, ritenuto in grado di aumentare la proliferazione
e la persistenza dei linfociti T, e il dominio di attivazione delle
cellule T CD3-zeta.
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Ide-cel, invece, utilizza linfociti T ingegnerizzati in mmodo da
esprimere l'antigene BCMA, espresso sulla superficie delle
plasmacellule normali e tumorali. I1 CAR di ide-cel e costi-
tuito da un dominio di riconoscimento del BCMA, il dominio
co-stimolatorio 4-1BB e il dominio di attivazione delle cellule
T CD3zeta.

Avete una struttura CAR T dedicata in Italia?

Se si, come e organizzata?

Celgene Italia sta creando un team per le CAR T-cells con l'o-
biettivo di mettere a disposizione dei pazienti queste terapie
innovative. La necessita di avere nuove competenze e un ap-
proccio che si differenzi da quello tradizionale, richiede la pro-
gettazione di nuovi ruoli per la gestione di quest’area. Il team
continuera a crescere per supportare la commmercializzazione
delle future terapie a base di CAR T-cells.

Dove saranno prodotte le CAR T-cells di Celge-

ne destinate ai pazienti italiani?

Celgene sta stanziando ingenti risorse per garantire processi
produttivi di elevata qualita e idonei sistemi di controllo del-
la qualita della terapia cellulare con CAR T-cells in tutti i suoi
moderni impianti produttivi, con 'obiettivo di ridurre i tempi
necessari per la consegna della terapia ai pazienti. Inoltre, sta
ampliando la capacita produttiva di queste terapie sperimen-
talialtamente innovative. Allo stato attuale, sono operativi due
siti produttivi negli Stati Uniti, uno nello stato di Washington e
I'altro nel New Jersey, ma l'azienda sta valutando la possibili-
ta di aumentare la capacita produttiva al di fuori degli Usa. In
Italia, Celgene sta investendo ingenti sonme nelle terapie a
base di CAR T-cells, promuovendo collaborazioni locali e studi
clinici per tuttii pazienti idonei a questo trattamento.
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Oltre a liso-cel e ide-cel, avete nella vostra pi-
peline altre terapie con CAR T-cells? Se si, in

cosa differiscono dalle terapie precedenti?
Oltre ai programmi principali, Celgene sta valutando altri can-
didati farmaci che si trovano attualmente nella fase iniziale °*
di sviluppo, tra cui bb21217 e JCARH125, entrambi per il tratta-
mento del mieloma multiplo.
bb21217 e attualmente in fase di sperimentazione nello studio
di fase 1 CRB-402, un trial in aperto condotto da Bluebird Bio
in alcuni centri situati negli Stati Uniti. bb21217 € un prodotto
a base di CAR T-cells anti-BCMA di ultima generazione, in fase
di valutazione in pazienti con mieloma multiplo recidivante/
refrattario sottoposti ad almeno tre precedenti terapie, com-
prendenti un inibitore del proteasoma e un immunomodula-
tore, o con mieloma multiplo doppio refrattario.
JCARH125 é un prodotto sviluppato inizialmente da Juno e
costituito da CAR T-cells anti-BMCA prodotte attraverso un
‘ processo sviluppato in modo da ottimizzare vari aspetti, tra
cui un arricchimento della percentuale di cellule T della me- |
moria. Il trattamento € attualmente in fase di sperimentazio-
ne nello studio di fase 1/2 EVOLVE.
Inoltre, sono in fase di studio ulteriori terapie cellulari per far
fronte a esigenze mediche non ancora soddisfatte nei tumori
solidi, tra cui il carcinoma mamunario, il carcinoma ovarico e
il tumore cerebrale.
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JnJ-4528, le CAR T-cells di Janssen

Anche Janssen (che fa parte del gruppo Johnson & Johnson)
e entrata ormai a pieno titolo nel settore delle CAR T-cells. Nel
dicembre 2017, infatti, l'azienda ha siglato un accordo con la ci-
nese Legend Biotech per collaborare a livello mondiale allo svi-
luppo e alla commmercializzazione (in caso di approvazione) di
un prodotto a base di CAR T-cells anti-BCMA, sviluppate in ori-
gine da Legend e note con la sigla LCAR-B38M o JnJ-4528, per il
trattarmento del mieloma multiplo recidivato o refrattario.

Che cos’e JnJ-4528

Le CAR T-cells JnJ-4528 vengono prodotte trasducendo con
un vettore lentivirale le cellule T del paziente, in modo da in-
serirviil gene del CAR distintivo di questa terapia, che e diretto
contro l'antigene BCMA. Il dominio co-stimolatorio e 4-1BB e il
dominio diattivazione e CD3 zeta, ma la caratteristica peculia-
re di questo CAR e rappresentata dalla porzione extracellulare,
che contiene non uno solo, bensi due domini di riconoscimen-
to diretti contro altrettanti epitopi specifici del BCMA (figura
1). Il CAR di dnJ-4528 e, quindi, un CAR in grado di legarsi a
due diversi epitopi della molecola target BCMA, proprieta che
gli conferisce un’alta affinita di legame con l'antigene bersa-
glio. Inoltre, si pensa che questa prerogativa (da non confonde-
re con il cosiddetto ‘dual targeting’, cioe la capacita di legarsi
a due antigeni diversi contemporaneamente) potrebbe offrire
un vantaggio nell'evitare lo sviluppo di una resistenza al trat-
tamento legata alla cosiddetta ‘fuga antigenica’: dato che i siti
di attacco del CAR al BCMA sono due, infatti, nel caso uno dei
due andasse incontro a mutazione le CAR T-cells potrebbero
legarsi comunque all'antigene riconoscendo il sito (epitopo)
non mutato; quest’ipotesi, tuttavia, necessita ancora di una
dimostrazione conclusiva.
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Status regolatorio

I1 3aprile 2019 Janssen ha annunciato che 'Emaha concesso al
prodotto la designazione PRIME, che prevede un iter regolatorio
accelerato. La decisione si basa sui risultati dello studio di fase
1/2 LEGEND-2 (NCT03090659, sponsorizzato da Legend Bio-
tech) e dello studio di fase 1b/2 CARTITUDE-1 (NCT03548207,
sponsorizzato da Janssen e attualmente condotto in collabora-
zione con Legend Biotech USA negli Stati Uniti e in Europa). I
risultati dello studio LEGEND-2 sono stati presentati una prima
volta al congresso dell’ASCO nel 2017 e poi al congresso dell’ASH
nel 2018, mentre quelli dello studio CARTITUDE-1 non sono mai
stati comunicati fino ad ora.

Domini di riconoscimento

Tipico CAR CAR di JnJ-4528
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Figura 1.1l CAR di JnJ-4528.
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I dati clinici

I dati finora disponibili, dunque, sono quelli dello studio LE-
GEND-2, un trial multicentrico di fase 1/2 in aperto e a singo-
lo braccio, il primo sull'uomo, tuttora in corso, al quale stanno
partecipando quattro centri cinesi. I primi risultati presentati
al congresso dell’ASCO e a quello dell’ EHA nel 2017 hanno de-
stato grande interesse; al’ASH 2018 e stato portato un aggior-
namento relativo a 57 pazienti sottoposti all'infusione presso
uno dei quattro centri e seguiti per una mediana di 12 mesi.

I dati hanno fornito la prova di concetto che le CAR T-cells
LCAR-B38M/JnJ-4528 possono rappresentare un trattamento
efficace per il mieloma multiplo recidivato/refrattario. La te-
rapia ha indotto nei pazienti risposte profonde e durature e ha
mostrato un profilo di sicurezza gestibile, in linea con il suo
meccanismo d'azione.

I partecipanti avevano un'eta mediana di 54 anni (range: 18-
80) ed erano ricaduti dopo una mediana di tre precedenti tera-
pie (range: 1-9), comprendenti sia un inibitore del proteasoma
sia un immunomodulatore.

Dopo essere stati sottoposti a un trattamento di linfodeplezione
con tre dosi di ciclofosfamide 300 mg/m?2 nei giorni -5, -4 e -3, i
pazienti sono stati trattati con le CAR T-cells LCAR-B38M/dnd-
4528, somministrate a una dose mediana pari a 0,5 x 108 cellu-
le/kg, suddivisa in tre infusioni (20, 30 e 50% della dose totale).

Per quanto riguarda irisultati di efficacia:

 I'ORR e risultato dell’88%, con un tasso di risposta comple-
ta/risposta completa stringente del 74%, un tasso dirisposta
parziale molto buona del 3% e un tasso di risposta parziale
dell’ll% (figura 2);

» 11 68% dei pazienti (39 dei 42 in risposta completa) ha rag-
giunto la negativizzazione del’MRD nel midollo osseo.

* non e emersa una chiara relazione tra dose e risposta e l'e-
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spressione di BMCA non e risultata correlata con larisposta
clinica;

» ladurata mediana della risposta e risultata di 16 mesi;

« laPFSmedianaeérisultatadilbmesinell'interapopolazione
studiata e di 24 mesi nel gruppo che ha raggiunto 'MRD-ne-
gativita (figura 3);

« 1'0S mediana non e ancora stata raggiunta e il 75% dei pa-
zienti era vivo a 12 mesi dall'infusione;

Migliore ORR (N=57)

(74%)

ORR =88%

(11%) 7%)
CR VGPR PR SD PD NE

-mDOR =16 mesi (IC al 95% 12-NR)
-mDOR peripz con MRD-CR =22 mesi (IC al 95% 14-NR)

- Tempo mediano dirisposta iniziale = 1 mese (0,4-3,6)
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Figura 2. Risultati di ORR dello studio LEGEND-2 presentati al congresso ASH 2018.
ORR: tasso di risposta complessiva; VGPR: risposta parziale molto buona; PR: risp-
sosta parziale; SD: stabilizzazione della malattia; PD: progressione della malattia;
NE: non valutabili; mDOR: durata della risposta mediana; MRD-CR: risposta com-
pleta con MRD negativa
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« il gruppo che non ha raggiunto I'MRD-negativita ha ottenu-
torisultati decisamente meno favorevoli: una PFS mediana
paria soli 6 mesi e un'0OS mediana di 8 mesi.

Sul fronte della sicurezza:

« il 90% dei pazienti ha sviluppato una CRS, ma solo nel 7%
dei casi e stata di grado 3 e non ci sono stati casi di grado 4;
il tempo mediano di esordio della sindrome é risultato di 9
giorni e tuttiicasi, tranne uno, si sono risolti, nel giro di una
mediana di 9 giorni;

» un solo paziente ha sviluppato neurotossicita, di grado 1;

« aldiladella CRS, gli eventi avversi piu comuni sono stati
piressia (91%), trombocitopenia (49%) e leucopenia (47%);

« ¢gli eventi avversi piu comuni di grado = 3 (65%) sono stati
leucopenia (30%), trombocitopenia (23%) e aumento dell’a-
spartato aminotransferasi (21%).

Nella maggior parte dei pazienti con campioni ematici ana-
lizzabili, gli sperimentatori hanno osservato livelli di picco di
LCAR-B38M/JnJ-4528 (= 1 x 10 copie/pyg di DNA genomico).
Inoltre, nel 71% dei pazientile CAR T-cells non erano piurileva-
bili nel sangue 4 mesi dopo l'infusione, mentre in cinque casi
hanno mostrato di persistere fino a 10 mesi.

Ulteriori sviluppi
Oltre che nello studio LEGEND-2, le CAR T-cells JnJ-4528 sono
attualmente al vaglio degli sperimentatori nello studio mul-
ticentrico di fase 1b/2 CARTITUDE-1, un trial in aperto per il
quale e gia partito I'arruolamento in oltre 30 centri statuniten-
si ed europei, e che dovrebbe coinvolgere circa 110 pazienti.
I partecipanti sono pazienti con mieloma multiplo trattati in
precedenza con almeno tre regimi, comprendenti un inibitore
del proteasoma, un immuno-

modulatore e un anticorpo

100 7 anti-CD38, e progrediti entro
S 12 mesi dall'inizio del tratta-
B 80 mento piu recente, o doppia-
B mente refrattari a un immu-
% 60 - | nomodulatore e un inibitore
g " del proteasoma. L'obiettivo
S 40 principale della fase 1b e
o <1  saaaa p . .

@ Patients Not Achieving All Patients caratterizzare ulteriormen-
& MRD-neg CR mPFS: 15 mo te la sicurezza del prodotto,
w20 - mPFS: 6mo (95% CI, 11-NR) t 1o della f o ¢
& (95% CI, 3-8) 12-mo PFS: 61% mentre quello della 1ase c €
0 12-moPFS:6%  reerpeeseeeeeeoeeee : I'ORR, valutato in base ai cri-
I I I I I l l ' ' ' teri dell'International Mye-
) 1 0 3 6 9 12 15 18 2 24 27 Months | |5mg Working Group. Il trial

atients at risk: .
All Patients 57 53 48 37 21 11 7 4 1 0 dovrebbe concludersi nel

settembre 2021.
Patients Not Achieving MRD-neg CR 18 14 10 4 1 1 0 0 0 0

In Cina, inoltre, e in corso

Figura 3. Curve di PFS dello studio LEGEND-2 presentate al congresso ASH 2018.
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ed e gia in fase di arruola-
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mento attivo lo studio confermativo di fase 2 CARTIFAN-1
(NCT03758417), un trial multicentrico in aperto e a singo-
lo braccio, sponsorizzato da Legend Biotech, su 60 pazienti
adulti con mieloma multiplo trattati in precedenza con alme-
no tre regimi, comprendenti un inibitore del proteasoma e un
immunomodulatore, e progrediti entro 12 mesi dall'inizio del
trattamento piu recente. L'endpoint primario e I'ORR, valutato
in base ai criteri dell'International Myeloma Working Group, il
termine indicato per I'analisi primaria dei dati e il luglio 2020
e lo studio dovrebbe concludersi nella primavera del 2022.

Bibliografia
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Intervista a Loredana Bergamini
Direttore medico di Janssen Italia

Come sta procedendo lo sviluppo clinico di
JnJ-4528 nel mondo?

Gli studi condotti ad oggi (e ancora in corso) sono studidifase 2
su un numero ridotto di pazienti, ma sono in attivazione nuovi
trial che ampliano la popolazione in cui sara testato JnJ-4528,
allo scopo sia di confermareirisultati gia ottenuti negli studiin
corso sia di comprendere meglio come migliorare ulteriormen-
te l'efficacia e la tollerabilita del prodotto. Lo studio LEGEND-2,
i cui dati sono stati presentati al congresso ASH 2018 a San
Diego, sono stati ottenuti in pazienti in recidiva o con malat-
tia refrattaria, pazienti che, avendo gia ricevuto tutte le terapie
disponibili (inclusi gli anticorpi monoclonali anti-CD38]), non
avevano piu opzioni terapeutiche alle quali attingere. Gli studi
piu nuovi si indirizzano a pazienti in linee piu precoci di trat-
tamento, ma caratterizzati da una malattia particolarmente
aggressiva e ad alto rischio di recidiva precoce, per la quale le
attuali opzioni terapeutiche sono in grado di fornire un benefi-
cio limitato rispetto ai pazienti cosiddetti “a rischio standard”.
In questa fase diricerca saranno coinvolti anche centri emato-
logici in Italia, nazione in cui esistono realta di alta eccellenza
riconosciute a livello mondiale in tale ambito terapeutico.

Quali sono gli ostacoli principali per il possibi-
le accesso al farmaco nel nostro Paese e come

pensate di superarli?
La terapia con CAR T-cells g, di fatto, molto complessa e vede
coinvolti diversi attori: nello specifico, oltre all'ematologo spe-
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cialista nella cura del mieloma, anche gli ematologi che si
dedicano alle terapie cellulari in generale (come il trapianto
autologo o allogenico di cellule staminali), gli specialisti di te-
rapia intensiva per il monitoraggio e il trattamento delle even-
tuali reazioni avverse serie, gli esperti dei laboratori e cosi via.
In generale, si sta definendo la necessita di creare team mul-
tidisciplinari di clinici ed esperti che siano dedicati alla ge-
stione dei pazienti e del trattammento con CAR T-cells. Questa g,
probabilmente, la via piu efficace e razionale per poter gestire
guesto tipo di terapie cosi complesse.
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Dove verranno prodotte le CAR T-cells destina-
te ai pazienti italiani, una volta che JnJ-4528

sara approvato?

Al momento, i siti produttivi sono collocati negli Stati Uniti,
tuttavia si sta valutando se localizzare la produzione anche in
Europa. Questo consentirebbe una piu agevole gestione della
preparazione delle cellule modificate, con una riduzione dei
tempi necessari per avviare la terapia.

Il tempo ‘da vena a vena’ e attualmente un fat-
tore critico. Ci sono spazidimiglioramento del-

la tecnologia produttiva?

La ricerca non si ferma mai, basta seguire le sessioni di un
qualsiasi congresso per rendersi conto di quanto l'attenzione
degli esperti sia sempre volta al futuro e a valutare minuzio-
samente quanto fatto sino ad oggi per trovare spunti e idee
nuove. Si tratta di un cammino volto costantemente al miglio-
ramento continuo, con l'obiettivo ultimo di fornire sempre il
meglio ai pazienti: il meglio nei processi produttivi, il meglio
nella gestione delle difficolta, il meglio nel percorso di cura in
toto. Confesso che € tutto estremarmente coinvolgente e anche
sorprendente, I'attenzione verso i bisogni (non solo di cura)
dei pazienti e davvero sempre al centro dell'attenzione dell'in-
tera comunita scientifica. Poter collaborare a tutto questo €, di
conseguenza, estrernamente gratificante per tutti noi.
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Qualisono le possibili evoluzioni future di que-

sta terapia?

Al momento si sta ipotizzando un possibile impiego delle tera-
pie basate su CAR T-cells anche nell'ambito dei tumori solidi;
tuttavia, occorre identificare target piu adeguati e solo gli svi-
luppi futuri potranno indicare se tale via & percorribile e quali
benefici potersi aspettare.

Perché Janssen ha deciso di entrare nel mondo
delle CAR T-cells?

In Janssen l'innovazione e una tradizione. Questo non & uno
slogan banale, né vuole essere una frase a effetto: la nostra
azienda da sempre e impegnata nell'esplorare incessante-
mente ogni nuova strategia e ogni nuovo percorso di cura, cosi
da poter offrire ai pazienti e ai medici opportunita sempre piu
solide per contrastare nel modo piu efficace possibile malattie
per la quali ancora, purtroppo, non vi sono terapie sufficiente-
mente attive. Le CAR T-cells rappresentano in questo momen-
touna delle opportunita piu promettenti per diverse patologie;
di conseguenza Janssen, che innova per vocazione, non puo
che essere presente in questo campo.
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UCART19, le CAR T-cells allogeniche

di Servier

Anche lamultinazionale francese Servier ha deciso di investi-
re nel settore delle CAR T-cells e, in particolare, ha indirizzato
i suoi sforzi nello sviluppo di CAR T-cells allogeniche, prepa-
rate, ciog, a partire da cellule T non prelevate da un pazien-
te (come le CAR T-cells autologhe finora approvate dall'’Fda e
dall’Ema), ma di un donatore sano. Le CAR T-cells allogeniche,
infatti, rappresentano una nuova frontiera in questo campo e
presentano potenzialmente svariati vantaggi rispetto a quelle
autologhe, tra cui maggiore facilita di preparazione, tempi di
produzione minori e, quindi, tempi di attesa ridotti per i pa-
zienti, minor costo, pronta disponibilita della terapia al mo-
mento del bisogno e ampliamento del numero di pazienti che
possono accedere al trattamento.

Nel novembre 2015, l'azienda ha perfezionato un accordo
con la biotech Cellectis (pioniera nella messa a punto di CAR
T-cells allogeniche e nella tecnica del ‘gene editing’ attraverso
una piattaforma brevettata, chiamata TALEN®) per collabora-
re allo sviluppo delle CAR T-cells allogeniche UCART19 (U sta
per Universal), messe a punto inizialmente da Cellectis e de-
stinate al trattamento di neoplasie ematologiche che esprimo-
no l'antigene CD19. In base quest’accordo Servier ha acquisito
da Cellectis i diritti esclusivi su UCART19 e assieme alla biote-
ch californiana Allogene ha avviato una collaborazione per un
programma di sviluppo clinico congiunto di queste CAR T-cel-
ls. Allogene avra quindi i diritti di sviluppo e commmercializza-
zione di UCART19 negli Stati Uniti, mentre Servier manterra
l'esclusiva il resto del mondo.
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Il prodotto e gia entrato in fase 1 ed e studiato come terapia
per la leucemia linfoblastica acuta a cellule B recidivata/
refrattaria.

Che cos’e UCART19

UCART19 e un prodotto a base di CAR T-cells allogeniche ge-
neticamente modificate, preparate a partire da cellule T di
donatori sani trasdotte con un vettore lentivirale (prodot-
to per Servier dalla CDMO francese Yposkesi) per inserirvi
il gene di un CAR diretto contro 'antigene CD19 (figura 1).
Il dominio di riconoscimento € un frammento di anticorpo
murino a catena singola (scFv) che riconosce CD19, mentre
il dominio co-stimolatorio € 4-1BB e il dominio di attivazio-
ne e CD3-zeta.

Una caratteristica distintiva del prodotto e rappresentata
dal fatto che nelle cellule T del donatore sono stati inattivati
mediante la tecnologia TALEN® brevettata da Cellectis i geni
CD52 e TCRa (TRAC), per ridurre il rischio di GVHD e permet-
tere alle CAR T-cells allogeniche di espandersi e persistere nei
pazienti. Inoltre, le cellule UCART19 sono progettate in modo
da esprimere una piccola proteina sulla superficie cellulare
chiamata RQRS8, che consiste in due domini di riconoscimen-
to di rituximab, separati da un dominio di riconoscimento per
un anticorpo anti-CD34; cio consente il riconoscimento e l'e-
liminazione delle cellule nel caso in cui si desideri silenziare
l'attivita del CAR, in presenza di tossicita gravi.
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CAR T-cell
allogenica

Figura 1. La struttura del CAR di UCART19.

I dati clinici

UCART19 non € ancora stata approvata da alcuna agenzia re-
golatoria, ma e la prima terapia a base di CAR T-cells allogeni-
che a essere entrata nello sviluppo clinico.

I dati clinici attualmente disponibili su UCART19 provengono
da due trial di fase 1, tuttora in corso, su pazienti con leucemia
linfoblastica acuta a cellule B ricaduta/refrattaria: lo studio
PALL (Study of UCART19 in Pediatric Patients With Relapsed/

INTRODUZIONE LE CAR T-CELLS

APPLICAZIONI CLINICHE ~CAR T-CELLS ‘INDUSTRIALI’

Refractory B Acute Lymphoblastic Leukemia; NCT02808442),
sulla popolazione pediatrica, e lo studio CALM (Dose Escala-
tion Study of UCART19 in Adult Patients With Relapsed/Refrac-
tory B-cell Acute Lymphoblastic Leukaemia; NCT02746952)
sulla popolazione adulta, iniziati in Europa nel 2016 e negli
Stati Uniti nel 2017.

Nel dicembre 2018, il professor Reuben Benjamin, del King'’s
College Hospital di Londra, ha presentato al congresso dell’A-
SH un’analisi aggiornata dei risultati combinati di questi due
studi, relativa a 21 pazienti analizzati fino al 23 ottobre 2018.

In questo gruppo di pazienti UCART19 ha mostrato un profilo
di sicurezza accettabile e gestibile e una promettente attivita
clinica, con una percentuale elevata di rermissioni complete in
coloro che erano stati sottoposti a linfodeplezione con l'anti-
corpo anti-CD52 alemtuzumab in aggiunta alla chemioterapia
convenzionale con fludarabina e ciclofosfamide (regime FCA).

CALM e uno studio di dose-escalation nel quale i pazienti sono
stati trattati con tre diversi dosaggi — 1 x 105 cellule/kg, 1 x 108
cellule/kg e 3 x 108 cellule/kg — mentre nello studio PALL si sta
testando una dose unica,da 1,1a2,3 x 108 cellule/kg. Una setti-
mana prima dell'infusione di UCART19 i partecipanti sono sta-
ti sottoposti a una linfodeplezione con ciclofosfamide (1500
mg/m? in CALM, 120 mg/kg in PALL) e fludarabina (90 mg/m?
in CALM, 150 mg/m?in PALL) senza (regime FC) o con alemtu-
zumab (regime FCA) (1 mg/kg).

Per quanto riguarda 'efficacia (tabella 1):

e 1'82% dei pazienti sottoposti alla linfodeplezione con il regi-
me FCA ha ottenuto una remissione completa o una remis-
sione completa con recupero ematologico incompleto;

e nei quattro pazienti trattati solo con FC, senza l'anti-CD52,
I'espansione delle cellule UCART19 e stata minima e non si
e osservata alcuna risposta.
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Pazienti . . . . .
Studio arruolati/ | CR/CRL | GpicRi | GVHDGL | CRSG304 | CitoPenia | Infezione | Neurotossi-
trattati con FCA prolungata G4 | viraleG304 | citaG3 o4
PALL - 100% 86% 14% 14% 43% 57% 0%
(6/6) (6/7) (1/7) (1/7) (3/7) (4/7) (0/7)
73% 57% 7% 14% 21% 7% 0%
e 14 (8/11) (8/14) (1/14) (2/14) (3/14) (1/14) (0/14)
Dati o1 82% 67% 10% 14% 29% 24% 0%
combinati (14/17) (14/21) (2/21) (3/21) (6/21) (6/21) (0/21)

Tabella 1. Risultati dell'analisi dei dati combinati degli studi PALL e CALM presentati al congresso ASH 2018. CR: remissione completa; CRi: remissione completa con
recupero ematologico incompleto; FCA: fludarabina, ciclofosfamide e alemtuzumab; GvHD: Graft versus Host Disease; CRS: sindrome da rilascio di citochine.

e nel complesso, il tasso di remissione completa o remissione
completa con recupero ematologico incompleto e risultato
del 67%.

Questi dati, hanno conclusoiricercatori, suggeriscono che per
ottenere I'espansione delle CAR T-cells allogeniche e impor-
tante aggiungere al regime linfodepletante un anticorpo an-
ti-CD52. Pertanto, il protocollo dei due studi e stato emenda-
to in modo da aggiungere sempre un anticorpo anti-CD52 alla
chemioterapia linfodepletiva.

Sul fronte della sicurezza (tabella 1):

e gli eventi avversi piu comuni sono correlati alla CRS e sono
risultati generalmente gestibili;

e il 90% dei pazienti ha sviluppato una CRS, che nel 14% dei
casi e stata di grado 3/4;

e non sono stati registrati casi di GvHD di grado 2 o superiore,
ma solo due (20%) di grado 1;

e non si sono osservati episodi gravi di neurotossicita e il 38%
dei pazienti ha manifestato eventi avversi neurologici limi-
tatial grado1o02;

e non si sono registrati nuovi decessi correlati al trattamento.
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Ulteriori sviluppi

Gli studi PALL e CALM sono ancorain corso e dovrebbero con-
cludersi nel 2020. Inoltre, € partito uno studio il cui obiettivo
primario e valutare la sicurezza a lungo termine (in un arco
di tempo di 15 anni) di UCART19 nei pazienti che sono stati
e saranno sottoposti a questo trattamento (NCT02735083).
Lo studio dovrebbe coinvolgere circa 200 pazienti e conclu-
dersi nel 2040.

Oltre a UCART19, Servier sta sviluppando in collaborazione
con Cellectis e Allogene anche ALLO-501, un prodotto a base di
CAR T-cells allogeniche anti-CD19 destinate al trattamento di
pazienti affetti da linforna non-Hodgkin ricaduti/refrattari. Nel
gennaio scorso, I'Fda ha autorizzato I'avvio dello studio di fase
1 ALPHA. Il trial coinvolgera circa fino a 24 pazienti affetti dai
tipi pit comuni di linfoma non-Hodgkin (linfoma diffuso a gra-
di cellule B e linfoma follicolare), che, in aggiunta alla chemio-
terapia linfodepletiva, saranno pretrattati prima dell'infusione
delle CAR T-cells con ALLO-647, un anticorpo sperimentale an-
ti-CD52 (sviluppato da Allogene), allo scopo di prevenire il ri-
getto di ALLO-501 da parte delle cellule T dell'ospite che espri-
mono l'antigene CD52.
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Nel febbraio scorso, inoltre, i ricercatori di Cellectis hanno
pubblicato sulla rivista The Journal of Biological Chemistry
un lavoro molto interessante che lascia intravedere nuove pro-
spettive per aumentare la sicurezza delle CAR T-cells. Il team,
in particolare ha trovato un sistema per migliorare la gestione
della CRS nel senso di prevenirla, anziché trattarla, come si fa
oggi, con tocilizumab e/o gli steroidi. Gli autori, infatti, hanno
scoperto che il fattore di crescita GM-CSF secreto dalle CAR
T-cells haun ruolo chiave nel promuovere la sindrome. Hanno
quindi sviluppato CAR T-cells nelle quali e stato inattivato con
la tecnologia TALEN® il gene del GM-CSF e poi dimostrato che
tale inattivazione previene la secrezione di citochine proin-
fiammatorie, senza compromettere la capacita di prolifera-
zione delle CAR T-cells e la loro attivita antitumorale in vitro.
Ovviamente, questi risultati dovranno ora essere confermati
in vivo per assicurare che rappresentino una possibilita con-
creta di prevenzione della CRS.
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I1 ‘Progetto Italia CAR T-Cells’

La terapia con CAR T-cells promette di modificare e migliorare
radicalmente le possibilita di cura di alcune gravi neoplasie
ermatologiche, e in futuro potrebbe trovare spazio anche nei tu-
mori solidi, sebbene in questo ambito laricerca sia in una fase
piu precoce. Alla luce di queste incoraggianti premesse, nel
nostro Paese, da piu parti, tra cui I'autorevole voce del profes-
sor Silvio Garattini, € stata sottolineata l'utilita di identifica-
re processi produttivi che, tra gli altri, dovrebbero avere anche
lo scopo di estendere la capacita manifatturiera nazionale e
ridurre i costi correlati alla generazione di questi prodotti ad
altissima tecnologia.

Questo obiettivo, non esente da rischi e difficolta di varia na-
tura, potrebbe contribuire a incrementare il numero di pazien-
ti beneficiari di queste terapie e ottimizzarne la sostenibilita
economica, fatto quanto mai importante in un sisterma assi-
stenziale solidaristico come quello italiano.

Secondo le ultime stime, i pazienti italiani che inizialmente
potranno beneficiare delle CAR T-cells industriali gia autoriz-
zate dall'Aifa e rimborsate dal Sistema Sanitario Nazionale
sarebbero circa 800, anche se, ampliando i target terapeutici
(si stima vi siano piu di 1000 studi clinici in corso su Terapie
Avanzate, di cui piu del 50% in area oncologica), il numero po-
tenziale potrebbe essere di gran lunga superiore; cio porrebbe
problemi di accesso che, alle attuali condizioni di mercato, ri-
sulterebbero difficilmente sostenibili.

Con un'iniziativa del precedente Governo, denominata ‘Progetto
Italia CAR T-Cells’, sono stati messi a bilancio 10 milioni di
euro difinanziamento, spalmati su 2 anni, per creare una mas-
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Prof. Franco Locatelli

Il ‘Progetto Italia CAR T-Cells’

[©) GUARDA IL VIDEO

sa critica tra istituti di ricerca a carattere scientifico, gli IRC-
CS, che hanno dichiarato di essere coinvolti sulle CAR T-cells
a vario titolo, altre strutture in prima linea sulle immunotera-
pie e la biotech italiana MolMed, al fine di sviluppare percorsi
preclinici che potranno poi sfociare in trial clinici. Il Proget-
to punta a istituire una rete di eccellenze italiane ed e aperto
ad altri soggetti con le competenze e I'interesse necessari per
partecipare a questo sforzo.

Sei gruppi di lavoro stanno attualmente lavorando su altret-
tanti sotto-progetti: identificazione di nuovi target tumorali
sia nell'ambito d'elezione dei tumori ematologici sia sul fron-
te delle neoplasie solide; validazione dei medesimi su model-
li animali; ricerca su efficacia e sicurezza e quindi sui profili
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di tossicita; ottimizzazione dei processi produttivi; coordina-
mento sul tema della proprieta intellettuale e della copertura
brevettuale. Questo, in sintesi, il prograrmnma di lavoro del ‘Pro-
getto Italia CAR T-Cells.

La creazione di un network nazionale (aperto alla partecipa-
zione di ulteriori partner biotecnologici e farmaceutici indu-
striali, attraverso manifestazioni di interesse) sotto l'egida di
Alleanza contro il Cancro, dedicato in modo specifico allo svi-
luppo della tecnologia con CAR T-cells, ha lo scopo, in ultima
analisi, di abbattere i costi di queste terapie g, al tempo stesso,
incrementare le capacita produttive attraverso l'armonizza-
zione e 'automazione dei processi. Inoltre, il progetto prevede
lo sviluppo di progettualita di ricerca condivise, volte a iden-
tificare e validare innovative piattaforme di CAR T-cells che
consentano di somministrare in sicurezza prodotti allogenici.

Le CAR T-cells allogeniche, prodotte a partire da cellule di do-
natori sani, utilizzabili universalmente e ‘off the shelf, cioe gia
pronte per I'uso al momento del bisogno, rappresentano, infat-
ti, una possibilita concreta per la riduzione dei costi di queste
terapie, dal momento che armonizzazione e autormazione dei
processinon sembrano, ad oggi, in grado di produrre risparmi si-
gnificativi fincheé si resta in ambito autologo. Queste CAR T-cel-
ls sono ancora in fase di studio g, sulla carta, assicurerebbero la
possibilita diun piuampioimpiego di questa tecnologia. Innan-
zitutto, pero, occorrera verificare che efficacia e sicurezza siano
paragonabili a quelle delle CAR T-cells autologhe gia registrate,
dopodiché le terapie con CAR T-cells allogeniche andranno ap-
provate secondo le normali procedure. Una simile innovazione
consentirebbe la generazione di banche da donatori third-party
in grado di garantire la disponibilita, al bisogno e in tempi ra-
pidi, delle cellule geneticamente modificate, determinando un
abbattimento dei tempi di attesa e dei costi produttivi.
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Gli obiettivi del ‘Progetto Italia CAR T-Cells’

« Definizione di processi produttivi in grado di contene-
re i costi correlati alla generazione di cellule CAR T

Identificazione di nuovi target selettivarmente espres-
si su cellule neoplastiche e compatibili con I'impiego
clinico delle cellule CAR T

Sviluppo preclinico di cellule CAR T contro nuovi ber-
sagli tumorali su tumori solidi o neoplasie ematologi-
che diverse da quelle della linea differenziativa B

Identificazione e validazione di nuove strategie per
aumentare attivazione, espansione, sopravvivenza,
penetrazione nei tessuti e azione citotossica delle cel-
lule CART

Strategie per migliorare il profilo di sicurezza delle cel-
lule CART

Uno degli obiettivi principali del ‘Progetto Italia CAR T-Cells’
e anche quello di ampliare le patologie e il numero di pazienti
potenzialmente trattabili con le CAR T-cells attraverso lo svi-
luppo di un sistema di screening delle molecole espresse sul-
la superficie delle cellule tumorali, volto a identificare nuovi
bersagli per queste cellule, e il successivo sviluppo di CAR ca-
paci di colpire tali bersagli.

Il progetto e stato di recente rilanciato dal Governo in carica,
che annunciato uno stanziamento di 60 milioni di euro suddi-
visi su sei centri ancora da identificare, dotati di officine far-
maceutiche in grado di effettuare la complessa procedura di
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sviluppo e produzione delle CAR T-cells. Tale investimento e
stato presentato di recente dal Ministro della Salute Roberto
Speranza nel suo intervento davanti alle commissioni riunite
Igiene e Sanita del Senato e Affari sociali della Camera volto
a illustrare le linee programmatiche del suo Ministero. Le sei
officine farmaceutiche, che dovranno essere distribuite sul
territorio nazionale, verranno individuate con un decreto mi-
nisteriale e con la Conferenza Stato-Regioni.

Considerando l'interesse per il settore delle CAR T-cells a livel-
lo globale e l'esiguita dei fondi messi ad oggi a disposizione,
le risorse stanziate potranno realisticamente bastare per fare
una mappatura di cio che effettivarmnente esiste, dalla ricerca
dibase fino alle capacita di sviluppo e produzione a livello ita-
liano, e, forse, per definire un processo di trasferirnento tecno-

logico. Sono, invece, ancora inadeguate se le si paragona con
quelle che hanno gia messo in campo tanto i fondi d’'investi-
mento quanto le grandi aziende bio-farmaceutiche che si sono
lanciate nel settore delle terapie avanzate, e delle CAR T-cells
in particolare.

Se si vorra passare allo sviluppo di terapie, alla produzione
GMP e alla conduzione di trial, occorreranno stanziamenti ben
maggiori, come ha sottolineato in un'intervista al Sole 24 Ore
il professor Franco Locatelli, presidente del Consiglio Supe-
riore di Sanita e coordinatore del ‘Progetto Italia CAR T-Cells":
«I 10 milioni oggi a disposizione possono bastare per la parte
preclinica. E chiaro che se si passera alla conduzione di studi
clinici, bisognera fare conti diversi. Intanto, mettere a punto
questo modello che mira in prima battuta a identificare nuo-

IRCCS responsabili di working package Altri partecipanti
1. IRCCS Ospedale Pediatrico Bambino Gesu, Roma 1. IRCCS Istituto Europeo di Oncologia, Milano
2. IRCCS Ospedale San Raffaele, Milano 2. IRCCS Istituto Nazionale Tumori, Milano
3. IRCCS Policlinico Gemelli, Roma 3. IRCCS Istituto Regina Elena, Roma
4. IRCCS Istituto Oncologico del Veneto, Padova 4. TRCCS Istituto Humanitas, Milano
5. IRCCS Istituto Scientifico Romagnolo per lo Studio 5. Ospedale San Gerardo, Monza

¢ la Cura dei Tumorl, Meldola (FC) 6. IRCCS Centro Regionale Oncologico, Aviano (PN)
6. Lzsggiit;’lcggaflé 2?11;(.1:1;10;0[ Tg(;ndazmne del Piemonte 7. Molmed, SpA, Milano

8. Consiglio Nazionale delle Ricerche,

Istituto di Biostrutture e Bioimmagini, Napoli
9. Casa Sollievo della Sofferenza, San Giovanni Rotondo (FG)

10.Rete Amore [IRCCS Istituto Tumori Giovanni Paolo II,
Bari; IRCCS Istituto Pascale, Napoli; IRCCS CROB,
Rionero in Vulture (PZ]]

Tabella. | partecipanti al ‘Progetto Italia CAR T-Cells’
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vi target terapeutici, anche per le neoplasie solide, e a defini-
re meccanismi che sottendono alle potenziali tossicita delle
CART, e gia un obiettivo straordinariamente importante».

Il progetto e molto stimolante e potrebbe essere foriero di nu-
merose ricadute cliniche, assistenziali ed economiche. Tutta-
via, ha rimarcato in un recente articolo Francesca Pasinelli,
direttore generale della Fondazione Telethon, non vanno sot-
tovalutate le difficolta da affrontare e la soluzione non dovreb-
be essere ricercata nella contrapposizione tra ricerca accade-
mica e industria.

Corme sottolineato in un altro articolo, sempre sul Sole 24 Ore,
dal presidente di Assobiotec, Riccardo Palmisano, e ribadito
nel corso di un recente Forum SIF dal professor Luca Pani, ex
direttore generale dell'Aifa, bisognera tener conto anche degli
aspetti regolatori, indispensabili per garantire ai pazienti I'ac-
cesso a prodotti efficaci e sicuri, e quelli relativi alla proprieta
intellettuale sui quali, tra I'altro, si basano gli ingenti investi-
menti gia effettuati da alcuni attori.

La strada da seguire puo essere quella di una collaborazione
tra ricerca accademica e mondo industriale, anche quello ita-
liano ovviamente, per far si che le acquisizionirelative a nuovi
bersagli, nuove modalita di costruzione dei CAR e nuove pato-
logie, possano poi tradursi in vantaggi concreti per il sistema
e, soprattutto, per i pazienti.
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L'interesse che puo essere suscitato da un progetto quale il
‘Progetto Italia CAR T-Cells’ potrebbe condurre a una virtuo-
sa collaborazione con realta industriali operanti in ambito
farmaceutico, arricchendo ulteriormente il panorama delle
potenziali opportunita legate allo sviluppo su base nazionale
della terapia con cellule CAR-T.

Sicreerebbe, infatti, un potenziale sinergismo virtuoso fra isti-
tuzioni accademiche e industrie bio-farmaceutiche con l'inte-
resse a riprodurre anche in Italia il modello di collaborazione
win-win che ha avuto certamente un ruolo importante nello
sviluppo delle cellule CAR T negli Stati Uniti.
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L'Ospedale Pediatrico Bambino Gesu IRCCS di Roma e all'avan-
guardia in Italia nella ricerca sulle cellule CAR T. In quest’in-
tervista, il professor Franco Locatelli, Direttore del Diparti-
mento di Onco-Ematologia e Terapia Cellulare e Genica presso
I'IRCCS Ospedale Pediatrico Bambino Gesu di Roma e Profes-
sore Ordinario di Pediatria presso'Universita “La Sapienza” di
Roma, e la professoressa Concetta Quintarelli, Responsabile
dell’'Unita di Terapia Cellulare e Genica dei Tumori Pediatrici
dell'IRCCS Ospedale Pediatrico Bambino Gesu e ricercatrice
di Biochimica all’'Universita degli Studi di Napoli “Federico II”,
tracciano un quadro degli studi clinici attualmente in corso e
dei nuovi progetti di ricerca gia avviati presso il loro centro.

Quali sono gli studi clinici gia avviati presso
I'Ospedale Bambino Gesu nei quali si utilizza-
no le cellule CART?

Stiamo attualmente conducendo due trial clinici accademici
che prevedono I'impiego di queste cellule geneticamente modi-
ficate in modo dariconoscere ed eliminare le cellule tumorali. I1
primo (codice identificativo NCT03373071) € uno studio di fase
1/2a condotto su pazienti pediatrici e giovani adulti fino a 25
anni affetti da leucemia linfoblastica acuta o linfomi non-Hod-
gkin a cellule B alla seconda recidiva o refrattari, con coinvolgi-
mento midollare misurabile e, quindi, con malattia minima re-
sidua positiva, trattati con un'infusione di cellule CAR T dirette
contro I'antigene CD19 (CD19-CARTO1). Il secondo (codice iden-
tificativo NCT03373097) ¢, di nuovo, uno studio di fase 1/2a, nel
quale utilizziamo pero le cellule CAR T per trattare un tumore
solido: il neuroblastorma, che € il tumore extracranico piu fre-
quente in eta pediatrica. I pazienti arruolati sono anch’essi re-
cidivati o refrattari e le cellule CAR T hanno come bersaglio, in
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Il professor
Franco Locatelli

Laricerca dell'Ospedale Pediatrico Bambino Gesu

!

| Laprofessoressa
| Concetta Quintarelli
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questo caso, 'antigene GD2 (GD2-CARTO1). In entrambi gli stu-
di, le cellule CAR T che utilizziamo sono autologhe e preparate
in una struttura dedicata dell'Ospedale stesso, I'Officina Farma- Gene suicida inducibile
ceutica OPBG, approvata dall’Aifa per la preparazione di prodot- interruttore di sicurezza
ti di terapia genica e cellulare per utilizzo nell'uomo.

+ @ ap1903

L1 W

Checaratteristiche hannolecellule CART che sta-

te testando nello studio sui tumori ematologici?
Vengono preparate prelevando le cellule T linfocitarie dal pazien-
te e trasducendole con un vettore retrovirale messo a punto nei
nostri laboratori di ricerca e sviluppo, che veicola al loro interno
il gene di un CAR di seconda generazione, caratterizzato dal do-
minio extracellulare che riconosce l'antigene CD19 g, all'interno
della cellula, dal dominio di co-stimolazione 4-1BB e dal dominio
di attivazione del segnale CD3 zeta. In aggiunta a questi compo- _ _ _ _ - N
i ch 11i di 1 . trutto di d ) La figura mostra il meccanismo d'azione del gene suicida inducibile FKBP12-ca-
n_en 1, C € Sono quell 1.111’1 C aSSICO.COS rutio a1 secgn a ger}erg spasi9, attivabile in caso di effetti collaterali pericolosi per la vita del paziente.
I zione, il nostro CAR anti-CD19 contiene anche due innovazioni: Somministrando il farmaco AP1903, la proteina chimerica FKBP12-caspasi 9 di-

Apoptosi

Casp9 FKBpl2

un marker di tracciabilita derivato dalla molecola CD34 che per- merizza, attivando la cascata del segnale della caspasi 9, che porta alla morte per
apoptosi delle CAR T-cells.

>

mette di controllare la farmacocinetica del preparato infuso, cioe
se e quanto si espandono le cellule T CAR-positive nell'organismo
del paziente, e un ‘gene suicida) il gene della caspasi 9 inducibile,
che serve per aumentare il livello di sicurezza del nostro prodotto.

Cellula T CAR+

CellulaT

Come funziona questo ‘gene suicida’ che carat-

terizza le vostre cellule CAR T?

Il gene suicida inducibile e in realta un gene ibrido chimerico,
normalmente inattivo, composto da due parti: il gene della ca-
spasi 9 piu un gene che codifica per una porzione mutata di una
proteina chiamata FKBP12. Nel caso in cui il paziente sviluppi un
evento avverso che non puo essere altrimenti controllato, si puo
somministrare un farmaco dimerizzante (AP1903, o Rimiducid)
che é inerte sulle cellule non modificate geneticamente, ma che
agisce su quelle geneticamente modificate per attivare il gene
suicida. In presenza di questo agente, infatti, grazie alla mutazio-
ne presente su FKBP12 (Phe36Val), che ne aumenta di 1000 volte
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l'affinita per questo farmaco, la proteina chimerica FKBP12-ca-
spasi 9 forma un dimero che attiva la cascata di trasduzione del
segnale della caspasi 9. Attivando questo sistema, si induce la
morte per apoptosi delle cellule CAR T somministrate, elininan-
dole cosinel giro di 24 ore dall'organismo del paziente.

Che disegno ha lo studio sui pazienti con leu-
cemia linfoblastica acuta o linfoma, e che ri-

sultati avete ottenuto finora?

La fase 1 aveva un classico disegno di progressivo incremento
delle dosi (dose-escalating design) definito 3+3, perché abbia-
mo testato tre livelli di dose diversi, trattando per ciascuno di
essi almeno tre pazienti (il numero totale di pazienti trattati
per livello di dose dipende dal grado di tossicita riscontrato).
Il primo livello di dose (rmezzo milione di cellule CAR T/kg] e
stato sornministrato ai primi tre pazienti in assenza di tossici-
ta; quest’osservazione ci ha permesso di passare immediata-
mente ailivelli di trattamento successivi (un milione e mezzo
di cellule CAR T/kg, fino poi ad arrivare alla dose piu alta pre-
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vista, pari a 3 milioni di cellule CAR T/kg]. Il primo obiettivo
della fase 1 era dimostrare la sicurezza del trattamento, dal
momento che si trattava di un nuovo prodotto generato all'in-
terno dei nostri laboratori, mai utilizzato prima in clinica. Da
questo punto di vista, la fase 1 e stata completata con succes-
S0, senza osservare eventi di tossicita dose-limitante e senza
che i pazienti abbiano manifestato tossicita importanti. Non
ci sono stati episodi di neurotossicita, mentre abbiamo avuto
alcuni casidi CRS, ma solodigradol (perlopiu)e2, confebbre
non particolarmente alta e persistente, che abbiamo gestito
semplicemente con paracetamolo. In nessun paziente e stato
necessario attivare il gene suicida.

Il secondo obiettivo primario era la fattibilita: dovevamo di-
mostrare che, come centro accademico, eravamo in grado di
produrre queste cellule e somministrarle ai nostri pazienti. In
effetti, il tasso di successo nella produzione delle CAR T e sta-
to del 100% e tutti i pazienti arruolati hanno potuto beneficia-
re dell'infusione delle cellule T ingegnerizzate. Siamo, quindi,
passati alla fase 2, nella quale i pazienti vengono infusi con 3
milioni di cellule CAR T/kg. Ad oggi, abbiamo gia prodotto cel-
lule CAR T per 25 pazienti e ne abbiamo trattati 16 (di cui 9 nel-
la fase 1 e sette nella fase 2), mentre i restanti 9 sono in attesa
di ricevere il prodotto. Dal punto di vista dell' outcome, quan-
do abbiamo effettuato la prima valutazione, dopo 4 settimane
dall'infusione, I'85% dei 16 pazienti trattati era in remissione
completa e con malattia minima residua negativa, sia nel mi-
dollo osseo sia nel sangue periferico. Alcuni pazienti hanno
poi presentato una recidiva di malattia. Il follow-up piu lungo
ad oggi e di 22 mesi e al momento ci siamo attestati su una per-
centuale di sopravvivenza pari al 70%.

Come proseguira questo studio?

Dobbiamo completare I'arruolamento e dovremo arrivare a trat-
tare in tutto, tra la fase 1 e la fase 2, 38 pazienti. Il termine della
fase 2 e previsto nel 2020. I pazienti saranno seguiti per almeno
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5 anni dopo il trattamento L'analisi primaria dei dati sara dispo-
nibile nel 2021 e I'intero studio dovrebbe concludersi nel 2025.

Che caratteristiche hanno, invece, le cellule
CAR T che avete sviluppato per il trattamento

del neuroblastoma?

In questo caso, abbiamo sviluppato cellule CAR T contenen-
ti un CAR di terza generazione anti-GD2, perché, nel contesto
dei tumori solidi, le cellule CAR T di seconda generazione non
hanno mai dato risultati particolarmente incoraggianti. Le
cellule vengono trasdotte con un vettore retrovirale e il CAR
contiene il dominio di riconoscimento dell'antigene GD2 (un
disialoganglioside altamente e pressoche universalmente
espresso da cellule di neuroblastoma, ndr) pit due domini
intracellulari di co-stimolazione, CD28 e 4-1BB, il dominio di
attivazione del segnale CD3 zeta e, come per il CAR sviluppa-
to per la leucemia linfoblastica acuta e i linfomi, € presente il
sistema della caspasi 9 inducibile, come ‘interruttore di sicu-
rezza' In questo caso, invece, non e stato necessario introdur-
re un dominio ulteriore per il monitoraggio delle cellule nel
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paziente, in quanto esiste gia in commmercio un anticorpo in
grado di riconoscere il dominio del CAR stesso. Abbiamo valu-
tato estesamente questo costrutto in studi preclinici, nei quali
lo abbiamo confrontato con un altro CAR di terza generazione

. sviluppato presso un'istituzione americana, che era gia arri-
~ vato allo sviluppo clinico senza pero dare risultati importanti,
r e abbiamo dimostrato che il nostro prodotto presenta rispetto

a questo diversi vantaggi, sia in termini di attivita antitumora-

~ le, sia di persistenza delle cellule nel modello animale. Inco-

raggiati da questi risultati, siamo passati allo sviluppo clinico.

Che tipo di studio state facendo sui pazienti

con neuroblastoma?

Si tratta di un trial monocentrico di fase 1/2a in pazienti con
neuroblastoma di eta non superiore ai 18 anni recidivati dopo
almeno due linee di terapia o refrattari. Lo studio é stato dise-
gnatoun po’ diversamente rispetto a quello sullaleucemia lin-
foblastica acuta e i linfomi, percheé i soggetti arruolati sono in
genere in uno stadio di malattia pit avanzato. Per questo mo-
tivo, abbiamo pensato di iniziare la fase 1 trattando i primi tre
pazienti con una dose intermedia -3 milioni di cellule CAR T/
kg - che in altri studi clinici aveva gia mostrato qualche effetto
terapeutico, anziché con una dose troppo bassa, non efficace.
La fase 1 era disegnata in modo tale che dopo 4 settimane dal-
la prima infusione, qualora nei primi tre pazienti non si fos-
sero osservati effetti avversi, si potesse salire a una dose piu
alta, trattando i successivi tre pazienti con 5 milioni di cellule
CART /kge, dinuovo, in assenza di tossicita in questo secondo
gruppo, si potesse passare alla dose piu alta - 10 milioni di cel-
lule CAR T /kg - negli ultimi tre pazienti. In caso di tossicita, si
sarebbe potuto scendere di dosaggio da 3 milionidicellule CAR
T /kg a un milione e mezzo, e da un milione e mezzo a mezzo
milione di cellule CAR T /kg (escalating/de-escalating design).
Invece, siamo riusciti ad arrivare alla dose piu alta senza os-
servare tossicita dose-limitante e siamo, quindi, passati alla
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fase 2, ancora in corso, nella quale i pazienti vengono trattati
con 10 milioni di cellule CAR T /kg. Ad oggi siarmo arrivati a 15
pazienti trattati: i 9 della fase 1 piu sei nella fase 2.

Dal punto di vista della sicurezza, che risultati

avete ottenuto?

Questo prodotto ha mostrato complessivamente un buon pro-
filo di sicurezza. Ci sono stati alcuni episodi di CRS, di entita
un po’ piu alta rispetto a quelli osservati nello studio su leuce-
mia e linformi. Sono stati quasi sempre di grado 1 e 2, solo un
paziente ha sviluppato una CRS di grado 3; tuttavia, in questo
studio i picchi febbrili registrati sono stati molto piu alti, fino
a 40 gradi, e molto piu persistenti, la sintomatologia febbrile
essendo durata anche piu di 15 giorni. In un bambino piccolo,
gestire una febbre cosi alta e persistente non e semplice, ma
d'altro canto questo sintomo e associato a una grande attiva-
zione delle cellule CAR T circolanti e, quindi, a miglior risul-
tato in termini di outcome. Tutti i casi sono stati gestiti con
successo somministrando solo paracetamolo, tranne quello di
grado 3, nel quale si & dovuto attivare il gene suicida perche il
paziente non aveva risposto in precedenza né ai corticosteroi-
diné a tocilizumab,un anticorpo monoclonale antagonista re-
cettoriale dell'interleuchina-6. Inoltre, non abbiamo osservato
alcuna neurotossicita.

E per quanto riguarda l'efficacia?

Tutti i pazienti arruolati avevano lesioni multiple, e tutti ave-
vano il midollo compromesso e linfonodi in varie parti del cor-
po coinvolti. Al momento del primo controllo scintigrafico, 6
settimane dopo l'infusione, tutti tranne due hanno mostrato
una riduzione significativa del tumore, con un controllo pra-
ticamente totale di tutte le lesioni ossee. Pertanto, coloxo che
avevano solo localizzazioni ossee sono andati in remissione
completa, mentre chi aveva una massa tumorale localizzata
nei linfonodi o a livello dell'addome ha riposto al trattamento,
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ma non in modo completo, e ha poi presentato una recidiva.
Nei due pazienti definiti come non responder si € osservata
una stabilizzazione della malattia.

A che punto siete con il follow-up?

Il follow-up piu lungo e sempre di 22 mesi, perché il primo pa-
ziente e stato trattatoil 14 gennaio 2018, 10 giorni dopo il primo
paziente trattato con leucemia linfoblastica acuta. Il termine
della fase 2 & previsto nel 2020. L'analisi primaria dei dati do-
vrebbe essere disponibile nel 202 e l'intero studio dovrebbe
concludersi nel 2025. Lo studio sulla leucemia linfoblastica
acuta e quello sul neuroblastoma, di fatto, stanno procedendo
in parallelo, con grande impegno sia da parte dell'officina far-
maceutica - al momento in [talia non c’e nessun altra cell fac-
tory che sta producendo una quantita cosi elevata di terapie
con cellule CAR T- sia da parte dei clinici, che stanno gesten-
do un numero molto alto di pazienti, malati che dopo l'infusio-
ne delle cellule, di per sé non piu lunga di 10 minuti, devono
restare ricoverati per uno stretto monitoraggio per almeno 15
giorni, e poi essere seguiti frequentemente presso la struttura
di day-hospital per almeno i primi mesi.

Tra tuttiicasiche avete trattato e seguito finora,

cen’e uno che vi ha colpito in modo particolare?
Ogni paziente ha una sua storia e ognuno, a suo modo, ci ha
colpito. Tuttavia, quello che forse ci ha coinvolto di piu é sta-
to il primo, un bambino affetto da leucemia linfoblastica acu-
ta che al momento dell'infusione aveva solo 4 anni. Infatti, in
base alla letteratura e ai dati di altri studi, ci aspettavamo di
vedere un’espansione delle cellule CAR T nel sangue periferi-
co a partire dal secondo o terzo giorno post-trattamento. Inve-
ce, nella prima settimana non e successo nulla. A quel punto
ci siamo preoccupati e abbiamo temuto di aver fatto un buco
nell'acqua, anche perché il paziente era gia stato sottoposto
senza successo a due trapianti di cellule staminali ed era in
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uno stadio molto avanzato di malattia. Quello é stato forse il
momento piu difficile dello studio, perché avevamo lavorato
4 anni per vedere potenzialmente fallire tutto nel giro di una
manciata di giorni. In realts, in tutti i pazienti che abbiamo
trattato successivamente & poi successa la stessa cosa, ma
nel primo caso non sapevamo esattamente cosa sarebbe suc-
cesso, ci aspettavamo un’espansione rapida delle cellule CAR
T ed eravamo impreparati ad affrontare un'attesa piu lunga.
Dopo una settimana dall'infusione, finalmente, il paziente ha
sviluppato la febbre, con grande gioia e sollievo di tutti, perché
sapevamo che questo sintomo poteva essere associato a un'e-
spansione delle cellule infuse, che effettivamente c’e stata. Il
bambino ha risposto assai bene al trattamento e ancora oggi, a
distanza di 21 mesi, € in remissione completa della sua malat-
tia leucemica,un risultato straordinario.

Guardando al futuro, avete nuovi progetti in

cantiere che coinvolgono cellule CAR T?

Si, piu d'uno e su vari fronti. Per esempio, grazie a una spon-
sorizzazione dell’AIRC stiamo sviluppando un approccio con
cellule CAR T- bi-specifiche per il trattamento di pazienti con
leucemia linfoblastica acuta ricaduta/refrattaria, con l'obiet-
tivo di ridurre il numero di recidive CD19 negative. In parti-
colare abbiamo messo a punto un CAR bi-specifico capace di
riconoscere contemporaneamente gli antigeni CD19 e CD22,
grazie alla presenza di due siti di riconoscimento degli anti-
geni bersaglio sullo stesso costrutto. Lo sviluppo preclinico &
gia in una fase molto avanzata: i test in vitro sono finiti e stia-
mo ultimando quelli in vivo sul modello murino. Poi stiamo
focalizzando la nostra attenzione anche su patologie diverse
rispetto a quelle sulle quali gia stiamo facendo studi clinici:
per esempio, la leucermia mieloide acuta, per la quale stiamo
sviluppando cellule che esprimono un CAR diretto contro I'an-
tigene CD123 non piu derivate da cellule T, bensi da cellule NK,
cioe cellule CAR NK, e allogeniche, che si potrebbero produr-
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re in grande quantita. Questo permetterebbe di ampliare no-
tevolmente il numero di pazienti che potrebbero accedere a
guesta terapia e di rendere possibili anche somministrazioni
multiple, anziché una singola infusione, qualora il paziente
dovesse recidivare. Inoltre, nel caso di un target come CD123,
espresso oltre che dalle cellule leucemiche anche dalle stami-
nali emopoietiche normali, partire da cellule quali le NK, che
non generano memoria, come accade invece con le cellule T,
consente di ottenere un prodotto con un profilo di sicurezza
maggiore. Infine, abbiamo in cantiere anche un progetto nel
quale si stanno mettendo a punto cellule CAR T anti-CD30 per
il trattamento dei tumori CD30+: linfoma di Hodgkin, linfo-
ma anaplastico a grandi cellule, linfoma cutaneo a cellule T
(CTCL) CD30+ e carcinoma embrionale. E gia stata conclusa
tutta la parte di sviluppo preclinico in vitro e in vivo, mentre
l'officina farmaceutica sta lavorando alla produzione del vet-
tore virale da utilizzare nello sviluppo clinico, che dovrebbe
partire entro I'anno prossimo.
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L'officina farmaceutica dell’Ospedale Pediatrico Bam-
bino Gesu

Tutte le cellule CAR T somministrate ai pazienti nell'am-
bito degli studi clinici in corso presso I'Ospedale Pediatri-
co Bambino Gesu sono preparate in una cell factory inter-
na all'ospedale (Cell Factory OPBG). Costruitatrail 2011 e
il 2014, questa officina farmaceutica, nella quale lavora
al momento un team di 20 persone, occupa una super-
ficie di 1300 mqg e consta attualmente di cinque stanze
per la terapia cellulare, tre stanze per la terapia genica e
una stanza per la produzione dei vettori virali utilizzati
per la manipolazione genetica delle cellule, tutti labora-
tori asettici operanti in conformita con gli standard delle
Good Manufacturing Practices (GMP).

Nel 2015, I'officina ha ricevuto dall’Aifa I'accreditamento
per la produzione e ilrilascio di terapie cellulari e nel 2017
l'autorizzazione per la produzione delle terapie geniche e
delle cellule CAR T. Attualmente, il processo di produzio-
ne delle CAR T, dallo scongelamento del materiale otte-
nuto con la leucaferesi fino al congelamento delle cellule
T ingegnerizzate, occupa una stanza per 15 giorni, per cui
ogni stanza puo ospitare circa due produzioni al mese,
per una capacita produttiva totale di sei terapie al mese.

Una volta terminata la produzione, le cellule CAR T devo-
no essere sottoposte a rigorosi controlli di qualita, che ri-
chiedono altri 15 giorni, per garantire la purezza microbio-
logica del preparato da infondere nel paziente e l'attivita
delle cellule CAR T. Considerando che anche il prodotto
dell'aferesi, prima di arrivare all'officina farmaceutica ,
deve essere sottoposto a test di sicurezza che impiegano
circa 7 giorni, dal momento del prelievo delle cellule T
alla loro reinfusione nel paziente dopo la manipolazione
genetica con l'introduzione del gene del CAR passano, al
momento attuale, circa 5 settimane.
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Bergamo e Monza insieme nella ricerca

sulle CAR T-cells

L'Ospedale San Gerardo di Monza, con la Fondazione Monza
e Brianza per il Bambino e la sua Mamma, e I'Ospedale Papa
Giovanni XXXIII di Bergamo sono tra i pochi centri italiani
provvisti di una cell factory in grado di produrre CAR T-cells
sviluppate in un contesto accademico, diverse dai due prodot-
ti industriali ad oggi approvati dalle agenzie regolatorie. I due
centri hannomesso a punto linfociti ingegnerizzati particolari,
denominati CARCIK cells, e stanno collaborando attivamente
al loro sviluppo clinico con uno studio di fase 1/2a, gia partito.
In quest’intervista, il professor Alessandro Rambaldi, dell’U-
niversita degli Studi di Milano e direttore del Dipartimento di
Ematologia e Oncologia dell'Ospedale Papa Giovanni XXXIII,
spiega com’e nato questo progetto, quali sono le peculiarita
delle cellule CARCIK e quali sono le prospettive di impiego e
lo sviluppo del trial clinico che coordina assieme al professor
Andrea Biondi, direttore della Clinica Pediatrica dell'Univer-
sita di Milano Bicocca e della Fondazione Monza e Brianza per
il Bambino e la sua Mamma.

Professore, a chi sono destinate le CARCIK cel-
1s che state sviluppando qui a Bergamo in col-
laborazione con il centro di Monza del profes-

sor Biondi?

Ipazientiarruolatiin questo studio hannounaleucemaialin-
foblastica acuta a precursori B, recidivata dopo il trapianto
allogenico e resistente anche ai farmaci piu innovativi oggi
disponibili sul mercato come blinatumomab e inotuzuamb.

|

Il professor
Alessaandro |
Rambaldi l\

Si tratta, quindi, di un gruppo di pazienti molto compromes- !' i , : | Iprofessor
o . Il . “ Andrea Biondi
—
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si e in uno stadio avanzato della malattia, che non avrebbe-
ro altrimenti altre opzioni terapeutiche a disposizione. Un
elemento distintivo e innovativo del nostro progetto e insito
nel fatto che il trattamento e destinato pazienti sia pediatri-
ci sia adulti. Ricordo che I'unico prodotto industriale finora
approvato dall'’Fda e dall’Ema per la leucemia linfoblastica
acuta (tisagenlecleucel, ndr) e indicato solo per il bambino
e il giovane adulto di eta fino a 25 anni. Con le nostre CAR-
CIK speriamo di offrire una chance anche a pazienti di eta
piu avanzata.

Quali sono le basi di questo progetto?

Per i pazienti che ricadono dopo un trapianto di cellule sta-
minali allogeniche, da pit di 10 anni e attivo presso i nostri
un progetto di ricerca che prevede l'utilizzo di un sottotipo
particolare di linfociti T citotossici chiamati citokine-indu-
ced killer (CIK) cells, che hanno caratteristiche biologiche
comuni alle cellule natural killer (NK] e ai linfociti T. Que-
ste cellule si ottengono in vitro dopo stimolazione con un
anticorpo anti-CD3, interferone garmnma e IL-2 umana ricom-
binante. Questa procedura di laboratorio, relativamente
semplice, permette 'espansione di queste cellule che espri-
mono marcatori di superficie tipici delle cellule NK (CD56)
e dei linfociti T citotossici (CD3 e CD8). In questo modo, le
CIK cells acquisiscono una doppia funzione di cellule sia
T sia NK, mantenendo la specificita delle cellule T e acqui-
sendo anche una citotossicita antitumorale non specifica
simile a quella delle cellule NK. Nei nostri studi abbiamo
gia dimostrato che le infusioni di queste cellule ottenute
da donatori allogenici sono sicure e non inducono GvHD. I
nostri dati di laboratorio e clinici sono stati riprodotti dal
gruppo della Stanford University coordinato dal professor
Robert Negrin e dal gruppo pediatrico del professor Peter
Bader di Francoforte.
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Prof. Andrea Biondi
Le CARCIK cells, una nuova speranza
per 1a leucemia linfoblastica acuta

[©) GUARDA IL VIDEO

Dunque, le vostre CARCIK sono cellule alloge-
niche?

Esattamente. Il nostro progetto prevede, appunto, I'impiego
di questa piattaforma cellulare che ci consente di utilizzare
cellule di donatori sani allogenici. Il nostro obiettivo, infatti,
e quello di arrivare ad avere un prodotto ‘off the shelf, pron-
to da utilizzare al momento del bisogno, superando cosi l'o-
stacolo dei tempi lunghi che attualmente caratterizzano la
produzione delle CAR T-cells autologhe, un problema di non
poco conto per pazienti che sono in condizioni molto critiche
e che, a volte, non riescono a sopravvivere fino al momento
in cuile CAR T-cells saranno pronte. Produrre le cellule a par-
tire da un donatore, inoltre, offre il vantaggio di ottenere cel-
lule di una persona sana, che non & mai stata sottoposta a
chemioterapie e non ha mai avuto, per esempio, complican-
ze infettive. Partendo da un paziente che e gia stato esposto
a molti trattamenti, invece, non sempre le cellule riescono
a crescere bene in coltura e la produzione, non di rado, falli-
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https://www.youtube.com/watch?v=sNDnLA-f0_E

sce. E possibile, inoltre, che le cellule ottenute da un donato-
re sano possano rimanere vitali e circolanti nel sangue del
paziente per un periodo piu lungo.

Che caratteristiche ha il CAR delle CARCIK cel-

1s che state sviluppando?

Al di la dell'aspetto di innovativita rappresentato dalle cellu-
le di partenza, un altro elemento che contraddistingue le no-
stre CARCIK e modalita della trasduzione, cioe l'inserimento
nelle cellule del gene del CAR capace diriconoscere 'antigene
espresso dai linfociti B leucemici. Infatti, la nostra procedu-
ra di laboratorio non prevede l'uso di un vettore retrovirale o
lentivirale, bensi una elettroporazione di trasposoni messa
a punto dalla dottoressa Chiara Magnani nei laboratori della
Fondazione Tettamanti di Monza. La nostra ipotesi di lavoro &
chel'utilizzodique-

I trasposoni sono elementi mobili del DNA presenti naturalmente nel genoma (che non necessitano di omologia di sequenza).

sta tecnologia pos-
) g P SB e un vettore non virale ricostruito da un transposone a DNA della superfamiglia Tcl/mariner
sa semplificare la

produzione di cel-

lule geneticamente Plasmide con Elettroporazione L'elettroporazione sfrutta un impulso elettrico
modificate. facili- trasposone SB per creare pori temporanei nelle membrane cellulari
!
tandone in teoria
lo scale-up indu- m -
striale; per ora, tut- U
-

tavia, questa e solo
un'ipotesi che deve %/, \j\;

essere ancora vali-
data. Una volta in-
tegrato nel genoma

della cellula CIK e
. Plasmide contenent

tradotto,. il postrg il gene del CAR

gene chimerico da

origine a un CAR di

terza generazione,

costituito fonda- Figura. Nelle CARCIK cells sviluppate a Bergmo e Monza, il gene del CAR viene introdotto nelle cellule da trasdurre non con un vettore virale,
bensi con un trasposone.

s

& p MNDU3 CAR anti-CD19 di terza generazione
o IR/DR scFvCD19 |CD28|0X40|TCRC| pA IR/DR

trasposasi SB11
PCMV

pA

Courtesy of CF Magnani.
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mentalmente da un dominio extracellulare di riconoscimen-
to dell'antigene bersaglio, che € i1 CD19 (cosi come nei due pro-
dotti commmerciali gia autorizzati), due domini co-stimolatori
(CD28 e 0X40), e un dominio di attivazione (CD3-zeta).

Dove vengono prodotte attualmente queste

cellule?

Al momento, la produzione delle nostre CARCIK e concentrata
nella cell factory dell’Ospedale San Gerardo, a Monza, perché
l'investimento iniziale necessario, ottenuto interamente gra-
zie a finanziamenti erogati dalle associazioni dei pazienti, e
stato molto oneroso e non era logico duplicare i costi. Poiché
l'arruolamento dei pazienti nello studio gia partito sta andan-
do bene, ci stiamo preparando a chiedere l'estensione della
produzione anche per la cell factory di Bergamo, presso il la-
boratorio di Terapia Cellulare “G. Lanzani”, diretto dal dottor
Martino Introna.
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A che punto siete con lo sviluppo clinico?

I test preclinici sono stati conclusi con successo ed € iniziato
lo svilupypo clinico, anche se siamo ancora in una fase molto
preliminare. E gia stato avviato uno studio di fase 1/2a regi-
strato su clinicaltrials.gov (NCT03389035), che vede coinvol-
ti pazienti pediatrici e adulti affetti da leucemia linfoblastica
acuta da precursoridelle cellule B, refrattari o ricaduti dopoun
trapianto di cellule staminali. Il professor Biondi e il referente
per la parte pediatrica, che si svolge a Monza, mentre io sono il
referente per la parte sull'adulto, che ha luogo qui a Bergamo.

Quali sono gli obiettivi e il disegno dello studio?
E un trial a braccio singolo, in aperto, i cui obiettivi principa-

' 1i sono determinare la dose massima tollerata, la dose racco-

mandata per la fase 2 e la sicurezza di una singola infusione di
CARCIK cells anti-CD189. I pazienti vengono trattati a gruppi di
tre con dosi crescenti di prodotto, finché compaiono tossicita
dose-limitanti. I primi pazienti hanno ricevuto dosi cellulari
che sono state poi progressivamente aumentate secondo un
prograrnma concordato con le autorita regolatorie.

Che risultati avete ottenuto finora?

Finora abbiamo trattato i primi 15 pazienti. Il profilo di tossi-
cita € apparso molto buono, con un solo caso di CRS e impe-
gno respiratorio. Abbiamo raggiunto il quarto livello di dose
cellulare senza incontrare una tossicita dose-limitante e
confermato l'assenza di GvHD anche quando il donatore al-
logenico era aploidentico. Alle dosi piu alte abbiamo anche
ottenuto evidenza di attivita clinica.

Quando e dove contate di presentare i primi

dati?
Abbiamo gia presentato i nostri primi risultati con comu-
nicazioni orali all'ultimo congresso dell’ASH, nel dicembre
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2018, e nel giugno scorso ad Amsterdam, nel corso del mee-
ting della Societa Europea di Ematologia (EHA). Porteremo
ora nuovi dati al prossimo congresso dell’ASH, fra meno di
un mese, a San Diego.

In prospettiva, pensate di sviluppare le vostre
CARCIK come trattamento anche per altre pa-

tologie, oltre alla leucemia linfoblastica acuta?
Tutte le malattie linfoproliferative dei linfociti B che esprimo-
no l'antigene CD19 (come i linformi) rappresentano un target
potenziale delle nostre cellule. Stiarmo lavorando in laboratorio
su molte ipotesi, tra cui la leucemia mieloide acuta, per la qua-
le ci sono grosse difficolta nello sviluppo di CAR T-cells ade-
guate, perché finora non si sono trovati target cosi validi come
lo € CD19 per la leucemia linfoblastica acuta e il linfoma diffu-
so a grandi cellule B. In questo momento, pero, il nostro obiet-
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tivo scientifico principale resta concentrato sulla possibilita
di avere un prodotto ‘off the shelf prontamente disponibile, e
in questo senso una delle ipotesi sulle quali i nostri gruppi di
ricerca stanno lavorando intensamente e utilizzare come cel-
lule di partenza linfociti T ricavati da unita di cordone ombe-
licale criopreservate. Queste cellule, infatti, sono in gran parte
naive, e quindinon sono ancora state polarizzate nella risposta
immmunologica. Analogamente a quanto accade nella scelta di
queste unita per eseguire trapianti di cellule staminali emopo-
ietiche, riteniamo che il livello di compatibilita richiesto per
un potenziale ricevente di CAR T-cells potrebbe essere ridotto.
Dalle unita di cordone ombelicale criopreservate e non utiliz-
zate a fini trapiantologici, quindi, potrebbe essere possibile ot-
tenere grandi quantita di CAR T T-cells, per molti pazienti.

In futuro, se le vostre CARCIK cells si dimostre-
ranno efficaci, si potra accedere a questa tera-
pia solo qui da voi e al San Gerardo di Monzao e
possibile che I'Aifa autorizzi I'impiego del pro-
dotto anche in altri centri?

Le nostre CARCIK non sono state sviluppate a fini commercia-
li. Se risulteranno un trattamento valido, non & escluso che
possano essere sottoposte anche a uno sviluppo di tipo indu-
striale, al fine di ampliare la platea di pazienti che potrebbero
avere accesso al trattamento. Fermo restando, tuttavia, che il
nostro progetto e stato concepito e implementato con una filo-

sofia no profit, per fare ricerca e per dare un contributo al pro-
gresso scientifico.

Lo studio che ci ha descritto e un progetto di ri-
cerca indipendente. State partecipando anche

a studi sponsorizzati dalle aziende?
Lo studio in corso e un progetto accademico sponsorizzato
dalla Fondazione Matilde Tettamanti Menotti De Marchi onlus,
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con finanziamenti ricevuti da agenzie pubbliche, '’AIRC in pri-
mis,nell'ambito di un programma europeo pitampio chiamato
Accelerator Award, finalizzato allo sviluppo di terapie oncolo-
giche d'avanguardia. Inoltre, abbiamo ricevuto finanziamenti
anche da Formula Pharmaceuticals, una biotech americana.
Non siamo quindi in competizione con I'industria, anzi. Il cen-
tro del professor Biondi ha partecipato allo studio registrativo
che ha portato all'approvazione di tisagenlecleucel per il trat-
tamento della leucemia linfoblastica acuta. Il nostro centro di
Bergamo ha partecipato allo studio registrativo KarMMa, uno
studio sponsorizzato da Celgene nel quale si stanno studiando
CAR T-cells dirette contro 'antigene BCMA espresso sulle pla-
smacellule di pazienti con mieloma multiplo. Inoltre, € partito
da poco un programma di accesso compassionevole alle CAR-
T-cells prodotte da Kite/Gilead per il trattamento di pazienti
con linfoma diffuso a grandi cellule B, al quale il nostro cen-
tro aderisce. La storia dell'immunoterapia con le CAR T-cells &

‘ solo all'inizio e c’& bisogno di tutti.

I due prodotti ‘industriali’ autorizzati poco piu
di un anno fa dall’Ema hanno avuto di recente
ancheil vialibera dell’Aifa. Ora che sono dispo-
nibili anche in Italia, pensate di utilizzarli nel

vostro centro?

Possediamo tutti i requisiti necessari per poter somministrare
questa terapia cellulare innovativa ai pazienti che ne hanno bi-
sogno. Quindi, daremo tutta la nostra disponibilita quando sare-
mo autorizzati dalle autorita competenti nazionali e regionali.
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Le CAR T-cells sviluppate al San Raffaele

di Milano

L'IRCCS Ospedale San Raffaele di Milano € uno dei centri ita- | “ 11 professor
liani in cui si fa ricerca indipendente sulle CAR T-cells e nei ‘\ | Fabio Cicer!
suoi laboratori sono state messe a punto CAR T-cells originali, “
note per ora con la sigla CAR T CD44v6, diverse per vari aspetti | |
- a partire dalle patologie per le quali sono state sviluppate - \ \
dai due prodotti commerciali gia approvati dall'Fda, dall'Ema, | ‘
e ora anche dall’Aifa (tisagenlecleucel e axi-cel). Scopriamo

come si e arrivati a queste cellule e quali sono le loro prospet- ‘i \
tive di impiego e di sviluppo in quest’intervista al professor ‘
Fabio Ciceri, Direttore dell'Unita di Ematologia e Trapianto | “

I Midollo Osseo dell'IRCCS Ospedale San Raffaele di Milano.

Professor Ciceri, come e quando e nata l'idea ll |
delle cellule CAR-T sviluppate al San Raffaele? |

l
Il progetto di curare i tumori con un'immunoterapia cellulare | -
basata sull'impiego di linfociti umani geneticamente modifi- .

cati scaturisce da un’idea che ha preso corpo al San Raffaele li: essere espresso in modo selettivo sulle cellule tumorali, ma
piu di 25 anni fa. Il nostro Istituto, infatti, ha una tradizione di non sulla loro controparte normale, ed essere un antigene co-
ricerca preclinica e di applicazione clinica dell'immunotera- siddetto driver, avente, ciog, un ruolo nella biologia del tumore
pia con manipolazione ex vivo di cellule immunitarie che na- € nella sua progressione, e quindi non solo un semplice bersa-
sce nei primi anni '90, con i primi studi del Professor Claudio glio immunologico, ma di per sé una struttura che contribuisce

Bordignon e della Dottoressa Chiara Bonini. I1 progetto sulle con la sua funzione alla trasformazione tumorale della cellula.
CAR T-cells, nello specifico, & nato 7-8 anni fa nel laboratorio

della dottoressa Bonini, che & stato uno dei primi in Europa a Laricerca di quest’antigene dove vi ha portato?
scommettere su questa tecnologia, in particolare per impegno Dopo vari screening si & identificato come target CD44v6, cioé

del dottor Attilio Bondanza. Bondanza e il suo gruppo si sono 1la variante 6 della glicoproteina di superficie CD44. Si tratta

messi al lavoro innanzitutto con l'obiettivo di identificare un di un antigene mai impiegato prima d'ora in terapie con CAR
antigene target che soddisfacesse due requisiti fondamenta- T-cells, che & espresso in modo molto costante da popolazioni
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cellulari di mieloma multiplo e di leucemia acuta mieloide e
che svolge una funzione molto importante nel traffico di que-
ste cellule nell'organismo, perché e un'integrina dotata di una
struttura che permette loro, facendo da ponte, di agganciarsi
sull’endotelio dei piccoli vasi, penetrare nel tessuto e quindi
diffondere. Ne abbiamo quindi valutato l'espressione su un
ampio pannello di tumori primari contenuti nella nostra bio-
banca istituzionale, che raccoglie il materiale biologico di tut-
tiipazienti diagnosticati in istituto, non solo alla diagnosi ma
anche durante il decorso della malattia, e quindi al momento
delle eventualirecidive. Queste analisi hanno evidenziato che
CD44v6 e un antigene espresso costantemente dalle cellule
del mieloma multiplo, ma non dalla loro controparte sana, le
plasmacellule, e dalle cellule della leucemia acuta mieloide,
ma non dalle cellule staminali ematopoietiche. Nello svilupypo
di CAR T-cells per la leucemia acuta mieloide, infatti, una del-
le sfide da superare € proprio quella di identificare dei target
che non siano espressi dalla cellula starminale normale, per-
ché, in tal caso, qualunque effetto tossico sul tumore lo sareb-
be anche sull’emopoiesi normale. Una volta individuato come
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bersaglio valido CD44v6, si e passati alla costruzione del gene
chimerico codificante un CAR capace di riconoscere quest’'an-
tigene, da utilizzare per produrre CAR T-cells destinate al trat-
tamento di pazienti affetti da mieloma multiplo o leucemia
acuta mieloide.

Che struttura ha il CAR da voi messo a punto e

quali sono le sue specificita?

Il costrutto che abbiamo sviluppato € un CAR di seconda gene-
razione che presenta tre importanti elementi di innovazione.
Il primo, come abbiamo visto, & I'antigene bersaglio, CD44v6,
che rappresenta una prima assoluta. La porzione extracellula-
re e costituita da un frammento di anticorpo a catena singola
(scFv)in grado diriconoscere I'antigene CD44v6 piu una regio-
ne spaziatrice (spacer) di collegamento con la porzione intra-
cellulare, che contiene un dominio di segnalazione e un dormi-
nio co-stimolatorio. I1 dominio di segnalazione € CD3 zeta, lo
stesso dei due prodotti commerciali gia approvati dall'’Fda e
dall’Ema. Come dominio co-stimolatorio la scelta & caduta su
CD28, al fine di ottenere un’espansione delle CAR T infuse il
piurapida possibile: un requisito importante a fronte di tumori
a crescita rapida o comunqgue aggressivi, come un mieloma o
una leucemia acuta mieloide in fase avanzata. Il secondo ele-
mento di innovazione del nostro costrutto riguarda lo spacer,
una struttura in genere poco descritta tra le caratteristiche del
CAR, ma che haunruolo critico nella sua funzionalita, in parti-
colare la capacita di orientarsi nello spazio e quindi la sua affi-
nita nei confronti dell'antigene. Spacer diversi, infatti, conferi-
scono allo stesso CAR funzionalita differenti. Per le nostre CAR
T-cells abbiamo scelto come spacer una porzione troncata del
nerve growth factor receptor (NGFR), che rappresenta anche
un prezioso strumento di monitoraggio delle cellule, in quanto
permette di tracciarle in vivo utilizzando un anticorpo anti-N-
GFR. Infine, come terzo elemento di novita, al fine di aumenta-
re il profilo di sicurezza del prodotto abbiamo inserito nel no-
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Struttura del CAR delle CAR T-cells CD44v®6.

stro CAR un gene suicida inducibile, che si puo attivare con il
farmaco antivirale ganciclovir qualora si sviluppino reazioni
avverse gravi.

Dove vengono prodotte le CAR T-cells che avete

messo a punto?
I1 CAR e tutto il processo di produzione delle CAR T-cells an-
ti-CD44v6 - dalla trasduzione delle cellule con il vettore retro-
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virale che viinserisce il gene del CAR, alla loro espansione con
un cocktail di citochine omeostatiche (IL-15 e IL-17) finalizza-
to a preservane il piu possibile la starminalita, fino ad arrivare
al prodotto finito, pronto da infondere nel paziente - sono stati
messi a punto nei nostri laboratori. Nel 2015, pero, tutto il pac-
chetto e stato acquisito da MolMed, una biotech nata nel 1996
corme spin-off accademico dell'lstituto Scientifico San Raffa-
ele, che dal marzo 2008 e una societa autonoma quotata alla
borsa di Milano ed é provvista di tutti i requisiti e le strutture
per poter produrre queste cellule rispettando le norme della
GMP. Sara dunque MolMed a trasformare in CAR T-cells le cel-
lule T che noi preleveremo dal paziente e invieremo loro, per
poirestituircile cellule ingegnerizzate da infondere nello stes-
so paziente.

A che punto siete con lo sviluppo del prodotto?
E stato completato con successo lo sviluppo preclinico ed &
partita la sperimentazione clinica. Il 20 marzo 2019 'Aifa ha
dato il suo via libera all'avvio in Italia di uno studio clinico
multicentrico di fase 1/2, il primo sull'uomo, sulle CAR T-cells
CD44v6 per il trattamento di pazienti con leucemia mieloide
acuta e mieloma multiplo recidivati o refrattari. Lo studio ri-
entra in un progetto finanziato dalla Commissione europea,
chiamato Horizon 2020 EURE-CART (EURopean Endeavour
for Chimeric Antigen Receptor Therapies), di cui MolMed € co-
ordinatore e sponsor e il San Raffaele e il centro coordinatore
per la parte clinica. Oltre al nostro Istituto, parteciperanno al-
tri quattro centri: uno italiano (I'Ospedale Pediatrico Bambino
Gesu di Roma, per la parte pediatrica]) e tre di altri Paesi euro-
pei (Spagna, Germania e Repubblica Ceca). Questo progetto e
interessante anche perché e un esempio di partnership pub-
blico-privato che rappresenta un modello virtuoso di finanzia-
mento pubblico di un'impresa privata (MolMed), la quale ha
peraltro investito in un progetto nato in ambito accademico,
cioe all'interno del San Raffaele.
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Come si svolgera lo studio?

E gia stato aperto 'arruolamento. La fase 1 & un tipico studio di
dose-finding volto a stabilire la sicurezza del trattamento e la
dose massima tollerata. Testeremo tre dosi - 0,5, 1 e 2 milioni
di cellule/kg - e il numero di pazienti da trattare con ciascuna
non e prefissato, ma dipendera dalle tossicita che osservere-
mo, per un totale di massimo 16 pazienti. L'arruolamento sara
competitivo traicentri, per cui quando MolMed offrira uno slot
per la produzione delle CAR T-cells, il primo centro che avra un
paziente disponibile idoneo al trattamento 1o prenotera e una
volta ricevute dalla biotech le cellule ingegnerizzate, le infon-
dera nel paziente. La fase 2, nella quale si valutera anche l'effi-
cacia di questa terapia, coinvolgera altri 28 pazienti. Al dila di
questo studio, nel quale si utilizzeranno le CAR T-cells svilup-
pate originariamente nel nostro Istituto, mi preme sottolinea-
re che il San Raffaele possiede anche tutte le qualifiche previ-
ste dalle normative italiane e internazionali per poter trattare
i propri pazienti con i due prodotti commerciali gia approvati
dall’Ema a base di CAR T-cells anti-CD19.
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Che cosa vi aspettate dal punto di vista della
sicurezza delle CAR T CD44v6?

Inlinea generale, le possibili tossicita sono quelle ormainote
delle CAR T-cells, tra cui la neurotossicita e la CRS, cioe la
sindrome da rilascio delle citochine. Dal punto di vista del-
la tossicita ematologica, tra le cellule emopoietiche norma-
li CD44v6 e espresso solo sui monociti maturi (ma non sui
loro precursori); pertanto, monitoreremo con attenzione la
possibile comparsa di monocitopenie prolungate. E possi-
bile, infatti, che per effetto delle CAR T-cells anti-CD44v6 si
osservi una deplezione dei monociti maturi, ma cio non do-
vrebbe compromettere l'attivita monocito-macrofagica, dal
momento che tutto il lineage progenitore del monocita ma-
turo non esprime l'antigene target e viene quindi risparmiato
dalle CAR T-cells dirette contro di esso. Un punto interroga-
tivo specifico di queste CAR T-cells e che, al di fuori dell'am-
bito ematologico, CD44v6 espresso anche dalle cellule degli
strati basali dell'epidermide. Almeno in linea teorica, quin-
di, € possibile la comparsa di una tossicita cutanea, che co-
munque non dovrebbe essere grave, dal momento che i test
in vitro e quelli in vivo sul modello animale hanno dimostra-
to che le CAR T-cells non raggiungono un livello di targeting
del CD44v6 espresso dalle cellule epiteliali paragonabile a
quello che si ha nei confronti del tumore. In ogni caso, per
contrastare questa e altre possibili tossicita gravi e stato in-
serito nel costrutto del CAR un gene suicida al quale ho gia
accennato, di cui oggi MolMed detiene il brevetto: il gene del-
la timidina chinasi, un sistema che gia conosciamo bene e
sul quale lavoriamo da 25 anni.

Come funziona il gene suicida inserito nelle
CAR T CD44v6?

Il meccanismo e quello con il quale gia siamo in grado di con-
trollare la GvDH nel setting del trapianto aplo-identico, con
un prodotto di MolMed chiamato Zalmoxis® basato su linfo-
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citi del donatore nei quali e stato inserito il gene suicida.
Qualora il paziente sviluppi un effetto avverso grave - tipica-
mente, nel caso della terapia con le CAR T-cells, una neurotos-
sicita o una CRS di grado elevato —, 1a tossicita si puo ‘spegne-
re’ somministrando l'antivirale ganciclovir. L'inibizione della
timidina chinasi da parte del farmaco impedisce la produzio-
ne di un metabolita necessario per il metabolismo cellulare,
inducendo quindi I'apoptosi della cellula.

Lo studio clinico che sta per partire riguarda
dunque l'impiego delle CAR T CD44v6 contro
due tumori ematologici: mieloma multiplo e
leucemia acuta mieloide. E in programma una
sperimentazione di queste cellule anche con-

tro i tumori solidi?

Siamo ancora ben lontani dalla clinica, ma c’e unalinea di svi-
luppo potenziale su cui MolMed sta lavorando. CD44v6, infatti,
oltre che dalle cellule del mieloma multiplo e della leucemia
acuta mieloide, e espresso anche da linee epiteliali tumorali e
puo essere espresso in molti tumori solidi epiteliali, e in par-
ticolare dal carcinoma pancreatico, da quello mammario e da
quello del distretto testa-collo, nei quali contribuisce alla dif-
fusione metastatica.
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Il ruolo di MolMed nella ricerca italiana

sulle CAR T-cells

In Italia, si fa ricerca sulle CAR T-cells non solo in ambito ac- — S

I S | Ildottor
e — \ .
cademico, ma anche in un’azienda privata, MolMed, una realta \ 1 g;ﬁfﬁi’;‘go
. . . . . . |
lombarda che gioca un ruolo di primo piano nello sviluppo di |

|
questa rivoluzionaria immunoterapia cellulare. Parliamo del- | |
le attivita di questa biotech, con uno sguardo anche alle molte- | *
plici sfide che l'arrivo delle terapie a base di CAR T-cells pone | ‘
al sistema, con Riccardo Palmisano, amministratore delega-

to di MolMed e presidente di Assobiotec.

Dottor Palmisano, innanzitutto, che cos’e Mol-

Med? Com’e nata e qual e la sua storia?
MolMed e un’azienda biotecnologica impegnata nella ricerca,
sviluppo, produzione e validazione clinica di terapie geniche
e cellulari per la cura di tumori e malattie rare, e puo essere
definita a pieno titolo una delle societa pioniere a livello inter-
nazionale nell'ambito delle cosiddette terapie avanzate. Nata
piu di 20 anni fa, nel 1996, come spin-off dell'Istituto Scientifi-
co San Raffaele di Milano, uno dei primi centri ad aver pubbli-
cato studi scientifici sulla terapia genica e cellulare, nel 2008
viene quotata in borsa, sul mercato MTA di Borsa Italiana, e di-
venta la prima societa - e tuttora una delle pochissime - ope-
rativa nel settore delle scienze della vita quotata in Italia. Nata
come azienda di sviluppo di servizi per supportare i protocolli
clinici delle terapie sperimentali del San Raffaele, MolMed si
evolve rapidamente, diventando una vera e propria azienda
biofarmaceutica di ricerca e sviluppo di prodotti proprietari,
attivita alla quale successivamente aggiunge la produzione di
vettori virali e di cellule geneticamente modificate per con-

Per far fronte all'incremento delle attivita, dovuto anche a un
momento storico di grande fermento e sviluppo delle terapie
innovative geniche e cellulari, MolMed ha affiancato all'unita
produttiva del San Raffaele, una nuova facility, presso il cam-
pus scientifico OpenZone di Bresso, a nord di Miano, che ha
permesso di triplicare i metri quadri dei laboratori e il numero
di stanze classificate per lo sviluppo e la produzione di vetto-
ri virali e cellule ingegnerizzate secondo standard GMP, supe-
rando i 5000 mq totali e avendo a disposizione circa 30 stanze
digrado B/C. Le due strutture di MolMed sono le uniche ad aver
ottenuto ad oggi in Europa l'autorizzazione per la produzione

to di un numero crescente di clienti italiani e internazionali. diterapie geniche e cellulari ex vivo destinate al mercato.
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Quindi, come si configura oggi MolMed?

Da start up accademica dell'esordio, oggi MolMed ha largamen-
te superatole 200 unita di personale ed € unarealta industriale
di eccellenza in ambito Cell & Gene. Caratteristico della societa
e un vero e proprio dual business model, che affianca all'attivi-
ta di R&S di terapie proprietarie quella di sviluppo e produzio-
ne per conto terzi di vettori e cellule ingegnerizzate, destinati
alla cura di malattie rare e oncologiche. Per quanto riguarda
i vettori, impieghiamo sia retrovirus sia, soprattutto, lentivi-
rus, maggiormente utilizzati oggi per la trasduzione delle cel-
lule. Negli ultimi 3 anni abbiamo ampliato molto il portafoglio
clienti anche all’'estero e oggi, oltre alavorare con realta italiane
come la Fondazione Telethon e Genenta — una biotech piccola,
ma molto promettente — abbiamo partnership con importanti
aziende europee, a partire dal gigante inglese GlaxoSmithKli-
ne, passando per Orchard, recentemente quotatasi al Nasdaq,
alla francese Cellectis, anch’essa quotata al Nasdag, fino all'a-
mericana Rocket Pharma, focalizzata sullo sviluppo di terapie
geniche per la cura di alcune malattie rare, e al prestigioso Bo-
ston Children’s Hospital, al quale forniamo vettori lentivirali.

INTRODUZIONE LE CAR T-CELLS

APPLICAZIONI CLINICHE CAR T-CELLS ‘INDUSTRIALI’

Qual e il prodotto piu avanzato nello sviluppo

nell’ambito della vostra pipeline proprietaria?
La nostra € una pipeline diversificata, anche dal punto di vi-
sta della fase di sviluppo dei vari prodotti. Abbiamo un pro-
dotto, Zalmoxis® che e stato autorizzato dal'Ema alla com-
mercializzazione in tuttii Paesi dell’'Unione europea e ha gia
ottenuto la rimborsabilita in Italia e in Germania. Si tratta
di una terapia cellulare personalizzata per il trattamento di
pazienti adulti affetti da leucemie e altri tumori ematologici
ad altorischio, basata sull'ingegnerizzazione del sistema im-
munitario del donatore in associazione al trapianto di cellu-
le staminali ematopoietiche aploidentico, cioé da un sogget-
to solo parzialmente compatibile con il ricevente. I linfociti
T del donatore vengono ingegnerizzati in laboratorio in mmodo
da esprimere un gene suicida inducibile, il gene della timi-
dina chinasi del virus herpes simplex I (HSV-TK Mut2). Una
volta infusi nei pazienti, questi linfociti facilitano l'effetto
anti-leucemico, eliminando il ricorso alla profilassi immu-
nosoppressiva post-trapianto e stimmolando una rapida rico-
stituzione immunologica; questo e possibile perche il gene
suicida permette di controllare prontamente I'eventuale in-
sorgere della reazione del trapianto contro 'ospite, la GvHD,
il piu importante e grave effetto collaterale del trapianto
aploidentico e fattore limitante di questa importante proce-
dura, che deriva dalla disparita genetica tra paziente e dona-
tore, nel quale le cellule del donatore aggrediscono i tessu-
ti del paziente, con risultati spesso letali. L'inserimento del
gene suicida consente di controllare la GvHD alla comparsa
dei primi sintomi, poicheé i linfociti coinvolti nelle reazioni
dirigetto possono essere eliminati selettivamente grazie alla
somministrazione di ganciclovir, un comune farmaco antivi-
rale che attiva il gene suicida e induce la morte delle cellule
responsabili di questa complicanza.
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MolMed sta giocando un ruolo molto importan-
te anche nello sviluppo di CAR T-cells ‘made in
Italy’

Esattamente. Stiamo innanzitutto sviluppando le CAR T-cells
CD44v6 e nel marzo scorso abbiamo ricevuto l'autorizzazione
all'avvio della prima sperimentazione sull'uomo per il trat-
tamento di pazienti con leucemia mieloide acuta e mieloma
multiplo. Si tratta di un prodotto messo a punto in origine dai
ricercatori del San Raffaele e acquisito nel 2015 da MolMed,
che ne ha intuito le potenzialita quando ancora era in fase di
sviluppo preclinico e lo ha ulteriormente sviluppato portan-
dolo fino alla fase clinica, appena autorizzata. Consapevoli di
non essere i pionieri assoluti in questo campo, abbiamo scelto
di non fare una ricerca di inseguimento, ma di focalizzarci su
qualcosa di originale. E per questo che si & evitato come anti-
gene bersaglio il CD19, che € attualmente il piu utilizzato negli
studi sulle CAR T-cells, nonché quello su cui si basano le due
terapie a base di CAR T-cells approvate dall'’Fda e dall'Ema, ma
ne limita I'impiego al trattamento di tumori ematologici di de-
rivazione B linfocitaria. Abbiamo scelto, invece, un target com-

pletamente diverso: il CD44v6, un antigene finora mai impie-
gato come bersaglio in terapie con CAR T-cells, che e espresso
da alcuni tumori ematologici come il mieloma multiplo e la
leucemia mieloide acuta, ma anche da diversi tumori solidi,
tra cui alcuni big Kkiller quali gli adenocarcinomi del pancreas,
della testa e del collo, dell'ovaio e altri. Da sottolineare che an-
che questo prodotto incorpora nel costrutto del CAR lo stesso
gene suicida - di cui MolMed detiene il brevetto - che caratte-
rizza Zalmoxis® per aumentare la sicurezza del trattamento.
Come detto, questo gene funziona come una sorta di ‘pulsante
di controllo’: qualora dovesse manifestarsi un effetto avverso
grave si puo indurre la morte delle cellule responsabili della
reazione avversa somministrando ganciclovir, in modo da ri-
durre I'impatto dell'eventuale effetto collaterale.

Di recente, il Ministero della Salute ha annun-
ciato I'avvio del “Progetto Italia CAR T-cells’,
messo a punto in collaborazione con I'Aifa e
non ancora divulgato in dettaglio, che punta a
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Figura. Meccanismo d'azione del gene suicida TK.
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sviluppare una rete nazionale in grado di svol-
gere attivita di ricerca, sulle CAR T-cells. Ne fa

parte anche Molmed?

Si, MolMed e I'unica azienda coinvolta nel gruppo di progetto,
al quale partecipano rappresentanti di ricerca pubblici e di
Istituti di ricovero e cura a carattere scientifico (Irccs) appar-
tenenti alla rete di Alleanza contro il cancro. Come previsto
dal Decreto del Ministero della Salute, il gruppo ha l'obiettivo
di predisporre lo studio di fattibilita relativo alle nuove tec-
nologie antitumorali basate su CAR T-cells da presentare alla
VII Commissione Cultura, Scienza e Istruzione della Camera
dei deputati. Il Governo in prima persona ha identificato nel-
le CAR T-cells un'area importante per il futuro della salute dei
cittadini e per la crescita della ricerca italiana; l'inclusione
di MolMed ci sembra un riconoscimento dell’eccellenza rag-
giunta dalla nostra societa a livello nazionale e non solo. La
sostenibilita sara certarmnente uno dei temi da affrontare, ma
le soluzioni non possono essere semplicistiche come alcuni
commentatori hanno ventilato in questo periodo.
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A che punto siete con lo sviluppo delle CAR
T-cells CD446v?

Come anticipato, a fine marzo 'Aifa ha autorizzato I'avvio in
Italia della sperimentazione clinica sulluomo, uno studio
multicentrico europeo di fase 1/2 su pazienti con mieloma
multiplo e leucemia mieloide acuta, coordinato da MolMed.
Lo studio rientra nel progetto EURE-CART Horizon 2020 e oltre
a due centri italiani - il San Raffaele e 'Ospedale Pediatrico
Bambino Gesu di Roma, quest'ultimo per la parte pediatrica
- vi prenderanno parte altri tre centri altamente specializza-
ti di Spagna, Germania e Repubblica Ceca. Per quanto riguazr-
da i tumori solidi siamo in una fase un po’ piu precoce. Finora
abbiamo testato le CAR T-cells CD44v6 su modelli preclinici
di adenocarcinoma del polmone e di carcinoma ovarico, nei
quali abbiamo dimostrato ad oggi che le cellule ingegnerizza-
te sono in grado di penetrare nel tumore - una delle maggiori
sfide nello sviluppo di CAR T-cells per le neoplasie solide — e
di ridurne in modo significativo le dimensioni, senza impat-
tare sulle cellule epiteliali sane. Nel corso del 2019 contiamo
di completare la fase preclinica e di mettere a punto il dossier
per avviare i test sull'uomo anche sui tumori solidi.

Come si svolgera e che tempi avra questo pri-

mo studio clinico sulle CAR T-cells Cd446v?

Lo studio prevede due fasi: la prima fase coinvolgera pazien-
ti adulti con lo scopo di identificare la dose massima tollera-
ta tra i livelli di dose previsti dal protocollo; la seconda avra
I'obiettivo primario di valutare in ciascuna patologia l'attivita
delle CAR T-cells Cd446v in un numero maggiore di pazienti,
inclusi quelli pediatrici, e di verificarne l'efficacia clinica e la
sicurezza d'impiego. Entro I'anno prossimo ipotizziamo di ave-
re la prima coorte di pazienti trattati, e quindi anche una prima
indicazione dell'efficacia del trattamento. A fronte di risultati
positivi di sicurezza ed efficacia, la strategia di MolMed preve-
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de anche di cercare un partner per uno sviluppo piu ampio del
prodotto, perché siamo ben consapevoli delle nostre dimen-
sioni e dell'impossibilita di poter competere sul mercato con
colossi come Novartis o Gilead, che producono le due terapie
con CAR T-cells attualmente autorizzate degli enti regolatori,
e con gli altri che seguiranno in questo settore.

Sia i due prodotti a base di CAR T-cells gia ap-
provati dalle agenzie regolatorie sia CAR-T
CD44v6 sono terapie autologhe, ottenute dal-
la manipolazione in laboratorio delle cellule
T del paziente. Si inizia a parlare, pero, anche
di CAR T-cells allogeniche. Ci sta lavorando an-
che MolMed?

Si, e siamo tra i pochi a sviluppare cellule ingegnerizzate in
modo da esprimere un CAR sia autologhe sia allogeniche. Per
quello che riguarda le seconde, MolMed sta sviluppando una
pipeline basata in realta su cellule Natural Killer (NK) grazie
anche a un accordo di ricerca firmato nel 2018 con Glycostem.
Le cellule NK del sistema immunitario naturale possiedono
un'elevata attivita antitumorale intrinseca, che viene poten-
ziata con l'inserimento di un gene codificante per un CAR, che
le trasforma in CAR NK-cells. A differenza delle CAR T-cells au-
tologhe, le CAR NK-cells sono prodotte a partire non dalle cellu-
le prelevate dal paziente, ma dalle cellule di un donatore sano
ingegnerizzate e possono essere utilizzate su piu pazienti, in
quanto le cellule NK non prevedono il riconoscimento del self.
L'impiego di cellule allogeniche ingegnerizzate presenta, quin-
di, sulla carta diversi vantaggi e permetterebbe di superare
i due principali colli di bottiglia delle terapie con CAR T-cells
autologhe: quello dei tempi di produzione, che, visto il proces-
so produttivo “personalizzato”, sono attualmente minimo di 3
settimnane e appaiono poco comprimibili, e quello dei costi di
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produzione, difficilmente sostenibili per qualsivoglia pagatore
se si ampliera la popolazione dei pazienti trattati. Un ulteriore
vantaggio atteso deriva dal fatto che i CAR espressi da cellule
allogeniche, a differenza di quelli espressi da cellule autolo-
ghe, sarebbero prodotti ‘off the shelf’, cioe prodotti in anticipo a
partire dalle cellule di un paziente sano, essendo quindi dispo-
nibili come un farmaco tradizionale che puo essere stoccato in
magazzino e pronto per la somministrazione quando il pazien-
te ne ha bisogno. Il fattore tempo, infatti, & cruciale: siamo di
fronte a pazienti con una malattia aggressiva, che non sempre
riuscirebbero a sopravvivere il tempo attualmente necessario
alla produzione di CAR T-cells autologhe. Senza contare che
molti di questi soggetti, sia per la malattia sia a causa di tutti
1 trattamenti ai quali sono stati gia sottoposti, non riescono a
fornire con l'aferesi un numero di cellule T sufficiente per po-
terle trasformare in CAR T-cells. Per tutti questi motivi abbia-
mo corninciato a sviluppare nei nostri laboratori una pipeline
di CAR-NK-cells allogeniche che, una volta a regime, ipotizzia-
mo ci consentiranno di produrre a partire da un singolo lotto
un numero di dosi sufficiente per trattare 80-100 pazienti.
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In futuro, quindi, le CAR T-cells allogeniche po-

trebbero sostituire quelle autologhe?

Non credo. Quanto meno, non totalmente. Uno scenario possibi-
le e chele autologhe risulteranno piu efficaci delle allogeniche;
in tal caso, le prime potrebbero essere riservate a nicchie di pa-
zienti particolarmente gravi, recidivanti e senza altre opzioni a
disposizione, mentre le seconde potrebbero essere destinate a
un numero di pazienti piu vasto, magari in una fase piu preco-
ce dellamalattia o per eradicare la cosiddetta malattia minima
residua o anche come ponte per portarli al trapianto.

Quali sfide pone lo sviluppo di terapie basate
su CAR T-cells dal punto di vista regolatorio, e

non solo?

Le sfide sono molte e particolarmente complesse, a partire dal
fatto che le CAR T-cells sono considerate prodotti genetica-
mente modificati, e questo implica tutta una serie di vincoliin
sede regolatoria. Un secondo ostacolo e legato alla standardiz-
zazione e alla riproducibilita del processo produttivo. Nel caso
delle terapie con CAR T-cells, il prodotto e il processo coinci-
dono, e ogni volta che si cambia qualcosa nel processo, il pro-
dotto cambia; tuttavia, bisogna essere in grado di garantire
all'autorita regolatoria una continua equivalenza con prodotti
realizzati su larga scala. Un'altra difficolta e legata al fatto che
1 prodotti di terapia avanzata genica, cellulare e rigenerativa, i
cosiddetti Advanced Therapy Medicinal Products (ATMP), pri-
ma di essere presi in esame dal comitato regolatorio dell’'Exma,
il Chmp, devono passare il vaglio di un comitato speciale, il
Committee for Advanced Therapies (CAT), e devono quindi sot-
tostare a un doppio esame per essere approvati. Poi c’e il tema
dei registri. Per terapie cosi complesse e costose come le CAR
T-cells e imprescindibile istituire un registro; tuttavia, le sche-
de di registro, cosi come sono costruite oggi, non si adattano
agli ATMP. Altra sfida enorme e stabilire chi abbia i requisiti
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adeguati per produrre CAR T-cells e somministrare queste te-
rapie ai pazienti. Non c’e dubbio che bisogna preparare il siste-
ma ad accoglierle. E non é solo un problema di prezzo. Come
spesso accade, i prodotti sono arrivati prima dell'adeguamen-
to delle norme, per cui si stanno oggi utilizzando regole che
erano state scritte per trattamenti tradizionali. E chiaro che gli
apripista pagano questo dazio, mentre chi arrivera dopo tro-
vera un terreno un po’ piu ‘dissodato’ da questo punto di vista.
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R In Novartis, affrontiamo con la forza dell’innovazione scientifica alcune tra le sfide sanitarie piu impegnative
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Soluzioni terapeutiche Quando i nostri ricercatori guardano una molecola vedono il suo futuro.

‘ aII'avanguardia per una Da oltre 30 anni, i nostri farmaci migliorano la salute e la qualita di vita di milioni di pazienti in ’
tutto il mondo.

migliore qualita di vita.
HIV/AIDS, malattie epatiche, ematologia e oncologia, malattie inflammatorie e respiratorie sono
in attesa della prossima generazione di farmaci innovativi.
Questo ¢ il nostro obiettivo, questo il nostro impegno.
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made in iconomia

Il valore della ricerca.

Avere soluzioni terapeutiche innovative significa migliorare la vita delle persone dal punto vista umano, sociale ed economico.

Ma non sarebbe possibile senza nuove e incoraggianti scoperte in ambito farmaceutico: per questo motivo Janssen sostiene la ricerca
globale all’interno dei propri laboratori e collabora con le realta accademiche, scientifiche, industriali, istituzionali.

Giorno dopo giorno, Janssen affronta sfide sempre piti complesse nel campo della medicina, rimanendo al fianco dei pazienti in molte \
delle principali aree terapeutiche: neuroscienze, infettivologia e vaccini, immunologia, malattie cardiovascolari e metaboliche, oncologia

ed ematologia. Al tempo stesso promuove la sostenibilita del sistema salute con modelli innovativi di accesso e programmi di formazione J a n SS e n

e informazione.

Il valore della ricerca € solo uno dei cardini sui cui si basa l'operato di Janssen in Italia: da 40 anni al servizio della ricerca per un mondo pit sano.

Janssen. Piu vita nella vita.

Janssen-Cilag SpA
www.janssen.com/italy

, @JanssenITA
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Innovazione. Passione. Coraggio.
E grazie a questi valori che siamo
diventati leader mondiali nelle cure
ematologiche e oncologiche,

e oggi guardiamo con nuova speranza
alle malattie infiammatorie immunomediate.
Per questo investiamo il 40%
del fatturato in ricerca e sviluppo.
Perché ogni giorno, lavorando
per milioni di pazienti in tutto
il mondo, vediamo anche
le sfide che verranno.
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