Il trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche
di Marco Zecca (Oncoematologia Pediatrica, Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo, Pavia.)

Introduzione

Nonostante i recenti progressi in termini di terapia di supporto, di trattamento farmacologico, di
terapia trasfusionale e ferrochelante abbiano condotto ad un netto miglioramento sia
dell’aspettativa, sia della qualita di vita per le persone affette da anemia falciforme, questi pazienti
possono ancora sviluppare quadri clinici particolarmente gravi ed invalidanti ed hanno una
aspettativa di vita piu breve a causa delle potenziali complicanze di questa malattia.'

Il trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche (TCSE), soprattutto se -effettuato
tempestivamente,” prima dell’insorgenza di un danno d’organo irreversibile, rappresenta ancora
I’unica strategia terapeutica potenzialmente in grado di curare definitivamente i pazienti con
drepanocitosi.” Tuttavia, spesso, la scelta di sottoporre a TCSE un bambino affetto pud essere
particolarmente difficile dal momento che la malattia stessa non espone il paziente ad un immediato
pericolo di vita.

Indicazioni al TCSE nell’anemia falciforme

L’anemia falciforme ¢ caratterizzata da un quadri clinici eterogenei e di differente gravita, sia tra
pazienti diversi, sia nello stesso paziente in tempi differenti. Crisi dolorose frequenti, infarti
polmonari o ’insorgenza di complicanze neurologiche cerebrali identificano un sottogruppo di
pazienti con prognosi particolarmente sfavorevole ed un significativo peggioramento della qualita e
dell’aspettativa di vita. Purtroppo, ad oltre 30 anni dal primo impiego del TCSE per la cura della
drepanocitosi, non ¢ stato condotto nessuno studio clinico prospettico randomizzato che confronti il
trapianto con trattamenti convenzionali quali I’idrossiurea o la terapia trasfusionale. Cio &
probabilmente dovuto alla complessita ed eterogeneita della condizione clinica (variabile gravita dei
quadri clinici, presenza di co-morbidita, ecc.) che ha reso non realizzabili o non etici studi clinici
controllati.* Per cercare di ovviare a questo problema, O’Brien ef al. hanno impiegato un nuovo e
differente approccio, basato sull’analisi decisionale.” In questo caso, il TCSE da donatore familiare
HLA-identico si ¢ dimostrato il trattamento associato con la maggiore utilita (intesa come qualita di
vita), rispetto alla terapia con idrossiurea o alla terapia trasfusionale cronica.

Alcuni autori hanno proposto dei criteri di eleggibilita al TCSE per pazienti affetti da anemia
falciforme.®® Questi criteri sono riassunti nella tabella 1.

Tabella 1. Criteri di eleggibilita al TCSE in pazienti affetti da drepanocitosi.

1) Stroke

2) Acute chest syndrome ricorrenti non responsive al trattamento con idrossiurea

3) Crisi dolorose ricorrenti gravi non responsive al trattamento con idrossiurea

4) Retinopatia proliferativa bilaterale o deficit visivo maggiore ad un singolo occhio
5) Osteonecrosi in sedi multiple

6) Altra complicanza d’organo potenzialmente evolutiva e/o invalidante

7) Alloimmunizzazione alle trasfusioni eritrocitarie

9) Impossibilita ad aderire ai trattamenti medici proposti

Modificato da Bhatia M. e Walters MC.?

Fattori prognostici per il trapianto.

A differenza della thalassemia major, dove 1’elevato numero di trapianti effettuati ha permesso di
identificare parametri clinici che influenzano la probabilita di successo del trapianto,” a tutt’oggi
non esistono score prognostici specifici per predire il rischio di fallimento del TCSE in soggetti



affetti da drepanocitosi. Tuttavia, Vermylen C. et al. hanno dimostrato un netto incremento degli
eventi avversi (rigetto, chimerismo misto, mortalita) in pazienti che avevano gia presentato le
complicanze tipiche della malattia rispetto a pazienti trapiantati piti precocemente, che non avevano
ancora avuto complicanze e che avevano ricevuto meno di 3 trasfusioni (25% vs. 7%; P < 0,001).
Parimenti in questo secondo gruppo di pazienti, la sopravvivenza libera da malattia (event-free
survival, EFS) ¢ risultata superiore (93% vs. 76%, P = N.S.).2

Il TCSE da donatore familiare HLA-identico.

A tutt’oggi sono stati riportati nella letteratura medica alcune centinaia di trapianti da donatore
familiare HLA-identico effettuati in soggetti affetti da anemia falciforme. La maggior parte dei
pazienti aveva un’eta al momento del trapianto inferiore ai 16 anni e molti di loro avevano
presentato importanti complicanze tipiche della malattia, in particolare a carico del sistema nervoso
centrale.'”"* I principali risultati ed outcome clinici di questi studi sono riassunti nella tabella 2.

Tabella 2. Risultati del TCSE da donatore familiare HLA-identico nella drepanocitosi.

Vermylen et al., 1998.  Walters et al., 2000. Panepinto ef al., Bernaudineral.,

2007. 2007
(n=50) (n=50) (n=67) (n=287)
Sopravvivenza 93% (a 11 anni) 94% (a 6 anni) 97% (a 5 anni) 93% (a 5 anni)
Sopravvivenza libera da eventi 82% (a 11 anni) 84% (a 6 anni) 85% (a 5 anni) 86% (a 5 anni)
Rigetto 10% 10% 13% 7%
GVHD acuta di grado II-IV 20% 8% 10% 20%
GVHD cronica estesa 6% 4% 4% 2%

In sintesi, considerando anche le casistiche meno recenti, viene riportata una sopravvivenza globale
post-trapianto superiore al 90%, una EFS compresa fra 1’82 e 1’86%, una mortalita trapianto-
correlata (transplant-related mortality, TRM) del 7 — 8% ed un rischio di rigetto dell’8-10% circa.
Una perdita del trapianto tardiva (late o secondary graft failure) ¢ stata descritta in circa il 5-10%
dei casi, con ricostituzione autologa e ricomparsa dell’emopoiesi drepanocitica. Infine, il rischio di
sviluppare una malattia del trapianto contro ’ospite (graft-versus-host disease o GVHD) acuta di
grado II-IV ¢ compreso fra il 10 e il 20%, mentre quello di comparsa di GVHD cronica estesa ¢
inferiore al 5%.>'"**

Degno di nota ¢ il fatto che nei pazienti affetti da anemia drepanocitica appare superiore, rispetto ad
altre emoglobinopatie I’incidenza di complicanze neurologiche nell’immediato periodo post-
trapianto (in particolare episodi comiziali e, in minor misura, emorragiec endocraniche).”>?’
Tuttavia, in tempi piu recenti la loro frequenza si ¢ nettamente ridotta grazie ad un’appropriata e piu
attenta terapia di supporto (profilassi anticomiziale, adeguato supporto trasfusionale piastrinico,
attento cozrgtrollo dei livelli ematici di ciclosoporina-A, della magnesiemia e della pressione
arteriosa).

Il trapianto da donatore volontario non consanguineo.

In assenza di un donatore familiare HLA-identico si pud prendere in considerazione anche la
possibilita di avviare la ricerca di un donatore volontario non consanguineo. La tipizzazione
molecolare ad alta risoluzione per gli antigeni HLA-A, B, C, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQAI ¢
DQBI1 ¢, in questo contesto, indispensabile ed ¢ altrettanto necessario adottare criteri di
compatibilita fra donatore e ricevente particolarmente rigorosi, accettando al massimo una singola
disparita allelica in prima classe fra donatore e ricevente. Infatti, nei pazienti affetti da thalassemia
major, la precisa caratterizzazione molecolare degli antigeni HLA impiegando metodiche ad alta
risoluzione si ¢ dimostrata in grado di ridurre significativamente il rischio di complicanze immuno-
mediate e di eventi avversi fatali.*””"'

Si precisa infine che, viste le peculiarita della patologia e le particolari problematiche relative al
trapianto da donatore volontario non consanguineo nelle malattie non maligne, questo approccio



terapeutico dovrebbe essere riservato a quei Centri di Trapianto con consolidata esperienza in tal
senso.

Impiego di fonti alternative di cellule staminali emopoietiche.

Si sconsiglia I'utilizzo di cellule staminali emopoietiche da sangue periferico, in quanto ¢
dimostrata 1’associazione tra I’impiego di questa fonte di cellule staminali ed una maggiore
incidenza di GVHD cronica.”

Il dati disponibili sull’impiego delle cellule staminali emopoietiche da sangue placentare nella
malattia drepanocitica sono ancora scarsi. In letteratura ¢ disponibile un solo lavoro multicentrico,
con una casistica relativamente ampia (11 pazienti, trapiantati da donatore familiare HLA-
identico).” I risultati appaiono essere eccellenti, con una sopravvivenza globale pari al 100% e con
un solo paziente su 11 (9%) che ha rigettato il trapianto.

Anche 1 report sui trapianti di sangue placentare da donatore non consanguineo sono ancora
relativamente rari e riguardano prevalentemente pazienti con caratteristiche di malattia
particolarmente sfavorevoli.***” Su un totale di 9 pazienti fino ad ora descritti e trattati con regimi
di condizionamento estremamente eterogenei (sia mieloablativi che ad intensita ridotta), 5 hanno
ottenuto un attecchimento stabile, mentre 4 hanno rigettato il trapianto.

Di fronte ad un cosi limitato numero di pazienti trattati, che rende impossibile un’analisi
approfondita dei fattori di rischio di fallimento del TCSE, appare corretto e prudente, in caso di
impiego di unita di sangue placentare, adottare gli stessi principi in uso per la thalassemia major. In
particolare, si ritiene indicato: 1) selezionare un’unita di sangue placentare con un carico cellulare
totale superiore a 3 x 10’/Kg di peso corporeo del ricevente;”™’ ii) omettere il methotrexate nella
profilassi della GVHD;™ iii) includere il thiotepa nel regime mieloablativo.”

Regime di condizionamento pre-trapianto.
Non sono disponibili in letteratura studi mirati al confronto di efficacia e tossicita dei differenti
regimi di condizionamento in pazienti affetti da drepanocitosi.
Per questo motivo, riteniamo corretto mutuare anche in quest’occasione 1’ampia esperienza
acquisita nel trattamento di pazienti affetti da thalassemia major. Si ritiene, quindi, di poter
consigliare, anche per I’anemia falciforme, il seguente regime di condizionamento, di impiego
ormai consolidato nella thalassemia major (vedasi anche tabella 3):*
e Busulfano: 4 mg/Kg/die ogni 6 ore, per un totale di 16 dosi in 4 giorni, a partire dal giorno -
12 fino al giorno -9.
e Thiotepa: 5 mg/Kg/die per 2 giorni consecutivi, i giorno -8 e -7.
e Fludarabina: 40 mg/m*/die, in infusione di 90 minuti, per 4 giorni consecutivi dal giorno -6
al giorno -3.
e Riposoigiorni -2 e -1.
e Infusione delle cellule staminali emopoietiche in giornata 0.

Considerata 1’ampia variabilita interindividuale nell’esposizione sistemica al busulfano, in
particolare nei soggetti al di sotto dei 3 anni di etd, si raccomanda di eseguire uno studio di
farmacocinetica nei pazienti che ricevono il farmaco per via orale.*'* La posologia del busulfano
va modificata in base ai risultati dello studio farmacocinetico effettuato dopo la somministrazione
della prima dose. Il campionamento viene effettuato con prelievi prima e dopo 1, 2, 4 e 6 ore dalla
prima somministrazione. La concentrazione ideale di farmaco allo steady state (Css) ¢ 600 — 900
ng/mL. Inoltre, nei pazienti che ricevono il busulfano, in considerazione del significativo rischio di
insorgenza di convulsioni, ¢ raccomandata una profilassi anticomiziale durante tale trattamento.



Tabella 3. Regime di condizionamento con Busulfano, Thiotepa e Fludarabina.

Giorni -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0
Busulfano: PY PY PY PY

4 mg/Kg/die
Thiotepa: PY PY

5 mg/Kg/die

Fludarabina: PY PY ° °
40 mg/m?/die

Infusione [
cellule staminali

In alternativa, ¢ stato recentemente proposto, sempre in pazienti affetti da Thalassemia major, un
nuovo regime di condizionamento che prevede la combinazione di Thiotepa, Treosulfano e
Fludarabina,43 secondo il seguente schema;
e Thiotepa: 8 mg/Kg, suddivisi in 2 dosi somministrate a 12 ore di distanza, in giornata -7.
e Treosulfano: 14 gr/mz/die, in infusione endovenosa di 2 ore, per un totale di 3 dosi, a
partire dal giorno -6 fino al giorno -4.
e Fludarabina: 40 mg/m?/die, in infusione di 90 minuti, per 4 giorni consecutivi dal giorno -6
al giorno -3.
e Riposoigiorni -2 e -1.
e Infusione delle cellule staminali emopoietiche in giornata 0.

La sostituzione del busulfano con il treosulfano in questo nuovo regime di condizionamento
potrebbe permettere di diminuire la tossicita extra-midollare del regime mieloablativo. Inoltre, la
stabilita del profilo farmacocinetico del treosulfano somministrato per via endovenosa rende non
necessario un aggiustamento della dose per ciascun singolo paziente. Infine, I’impiego di questo
farmaco rende non piu necessaria una profilassi anticomiziale.

Tabella 4. Regime di condizionamento con Thiotepa, Treosulfano e Fludarabina.

Giorni -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0

Thiotepa: °
8 mg/Kg/die

Treosulfano: ° PY PY
14 gr/m*/die

Fludarabina: ° ) [ ) [
40 mg/m?/die

Infusione )
cellule staminali

Negli ultimi anni ¢ stato studiato anche 1I’impiego di regimi di condizionamento ad intensita ridotta,
con il fine di minimizzare il rischio di tossicita a breve ed a lungo termine e di ridurre la mortalita
trapianto-correlata.”>***® Il numero di pazienti arruolati in questi studi ¢ ancora relativamente
limitato. Tuttavia, un dato che ¢ spesso emerso ¢ che la riduzione dell’intensita del regime ablativo
si associa ad un aumento del rischio di rigetto, vanificando il tal modo i vantaggi ottenuti in termini
di ridotta tossicita.

Da poco ¢ stato anche proposto un regime mieloablativo originale, basato sull’uso dell’anticorpo
monoclonale anti-CD52 alentuzumab associato all’irradiazione corporea totale (300 cGy) ed



all’impiego del sirolimus quale terapia immunosoppressiva post-trapianto, in adulti con
drepanocitosi associata a gravi complicanze e con donatore familiare HLA-identico.* I risultati, sui
primi 10 pazienti arruolati, seppur preliminari, sono certamente interessanti e suggeriscono ulteriori
studi in questo senso.

Nonostante i problemi ancora aperti nell’impiego di regimi di condizionamento ad intensita ridotta,
alcuni concetti acquisiti da queste esperienze con schemi farmacologici ad intensita ridotta, come ad
esempio I’'impiego della fludarabina al posto della ciclofosfamide, sono ormai diventati di uso
comune e si sono dimostrati importanti per il miglioramento dei risultati clinici, soprattutto per i
pazienti con le caratteristiche prognostiche piu sfavorevoli.”

Profilassi della malattia del trapianto contro I’ospite (graft-versus-host disease, GVHD)
Trapianto da donatore familiare HLA-identico: si consiglia I’impiego di:"'

e Ciclosporina-A: 2 mg/Kg/die e.v., in 2 somministrazioni giornaliere, dal giorno -3 fino,
approssimativamente, al giorno +20 - +25 dal trapianto. Successivamente, il farmaco viene
somministrato per via orale alla dose di 4 — 6 mg/Kg/die. Dopo 6 — 8 mesi dal trapianto la
terapia immunosoppressiva puo essere gradualmente ridotta, fino alla sospensione verso
I’anno dal trapianto. Si raccomanda un monitoraggio dei livelli plasmatici di ciclosporina-A,
mantenendoli tra 100 e 250 ng/mL.

Piu

e Methotrexate short-term: 15 mg/m” e.v. in 30 minuti il giorno +1; 10 mg/m” e.v. in 30
minuti i giorni +3 e +6 dal trapianto.

e Nessuno studio controllato ha valutato I’impiego dell’ATG dopo trapianto da donatore
familiare HLA-identico. Tuttavia, si segnala che nel lavoro pubblicato da Bernaudin et al.
I’aggiunta dell’ATG alla profilassi della GVHD ha portato ad una riduzione del rischio di
rigetto dal 23% al 3%.>

Trapianto da donatore volontario non consanguineo: si consiglia I’impiego di:

e Ciclosporina-A: come descritto sopra.

Piu

e Methotrexate short-term: 15 mg/m” e.v. in 30 minuti il giorno +1; 10 mg/m” e.v. in 30

minuti i giorni +3, +6 e +11 dal trapianto.
Piu

e ATG: Fresenius 5 -10 mg/Kg/die e.v. oppure Genzyme 2 — 3 mg/Kg/die, in infusione di 6 —

8 ore, dal giorno -5 al giorno -3. Premedicazione con metilprednisolone ed antistaminici.
Trapianto di sangue placentare da donatore familiare HLA-identico: si consiglia I’impiego di:**

¢ Ciclosporina-A: come descritto sopra.

Trapianto di sangue placentare da donatore volontario non consanguineo: si consiglia I’'impiego
di:

e Ciclosporina-A: come descritto sopra.

e Metilprednisolone: 1-2 mg/Kg/die per via endovenosa, con progressiva riduzione fino alla
sospensione a circa 30 giorni dal trapianto.

e Siraccomanda di evitare I’impiego del methotrexate.”

Effetti collaterali ed outcome a lungo termine del trapianto.

Quando presente, il sovraccarico di ferro corporeo si riduce molto lentamente dopo TCSE. Per
questo motivo, in analogia con quanto suggerito per la thalassemia major, si raccomanda di
intraprendere un programma di ferrochelazione o regolari flebotomie, a partire da alcuni mesi post-
trapianto e fino ad una normalizzazione del bilancio marziale (ferritina inferiore a 500 ng/mL).**

La funzionalita polmonare sembra non risentire sfavorevolmente dei farmaci somministrati con il
condizionamento di preparazione al trapianto. Al contrario, ¢ stato possibile dimostrare un
miglioramento post-TCSE del danno polmonare pre-esistente in circa il 50% dei casi, ed una sua
stabilizzazione, senza ulteriore peggioramento, nel restante 50%.”



Passando invece agli effetti collaterali tardivi di tipo endocrinologico, la velocita di crescita post-
trapianto e la statura definitiva raggiunta dai pazienti trapiantati, al completamento dello sviluppo
puberale, risultano generalmente essere nella norma.”*>® Lo sviluppo puberale ¢ invece ritardato
nella maggior parte delle ragazze (70% circa),” con frequente necessita di supporto ormonale estro-
progestinico sostitutivo. Al contrario, nei soggetti di sesso maschile la puberta inizia e progredisce
regolarmente nella quasi totalita di casi anche se, spesso, il volume gonadico definitivo ¢ inferiore
alla norma ed i livelli serici di FSH restano elevati.”>~

I dati sulla fertilita post-trapianto sono limitati. La sterilita & frequente,”’ anche se sono state
riportate gravidanze e paternita.” Tuttavia, esistono programmi di ricerca attivi nel campo della
criopreservazione di tessuto ovario e testicolare anche in pazienti pre-puberi, per cui pud essere
utile prendere in considerazione e discutere queste opzioni con le famiglie, prima di avviare i
pazienti al trapianto.”®

Dal punto di vista neurologico le informazioni sull’evoluzione post-TCSE di alterazioni cerebrali e
delle funzioni cognitive in pazienti con drepanocitosi sono in alcuni casi contrastanti.”>”**' Mentre
2 studi pubblicati da Thompson e colleghi™® sembrano suggerire comunque un declino post-TCSE
delle funzioni neurocognitive, un pitl recente studio pubblicato da Woodard et al.*' ha dimostrato la
stabilizzazione delle funzioni cognitive dopo trapianto, indipendentemente dall’evoluzione clinica
di possibili alterazioni a carico del parenchima cerebrale gia presenti prima del trapianto. Questo
dato ¢ stato recentemente confermato da Walters e colleghi che hanno mostrato una stabilizzazione
o un miglioramento post-trapianto del quadro radiologico cerebrale, studiato mediante RMN, in
pazienti con pregressi ictus pre-trapianto.”

Conclusioni.

I TCSE rimane I’unico approccio terapeutico potenzialmente curativo per il trattamento
dell’anemia falciforme. I risultati del trapianto sono positivi ed i rischi connessi alla procedura
ragionevolmente limitati. La sopravvivenza dopo trapianto da donatore familiare HLA-identico ¢
circa il 95%, e la sopravvivenza libera da malattia oscilla tra 1’80 e 1’85%.’

L’eterogeneita di questa malattia rende necessaria 1’identificazione di alcuni sottogruppi di pazienti
a prognosi meno favorevole con la sola terapia convenzionale e, quindi, con potenziale maggiore
beneficio dalla procedura trapiantologica. In particolare, i pazienti che presentano crisi dolorose
ricorrenti nonostante la terapia con idrossiurea o complicanze a livello del sistema nervoso centrale
sono quelli per cui si raccomanda un consulto presso un Centro di Trapianto di Midollo Osseo con
un programma attivo in questo settore, in quanto in questo gruppo di pazienti il TCSE, effettuato
tempestivamente e prima che si instauri un danno d’organo irreversibile, pud condurre ad un
significativo miglioramento della qualita e dell’aspettativa di vita.

Raccomandazioni.

1. Esecuzione di tipizzazione HLA del nucleo familiare di ciascun paziente con i criteri
riportati in tabella 1. (C)

2. Effettuare raccolta dedicata di sangue placentare in caso di nascita di un fratello/sorella
minore del paziente. (C)

3. Per i pazienti identificati in base alle caratteristiche riportate in tabella 1, consulto presso un
Centro TCSE con provata esperienza, prima che si sviluppi un danno d’organo non
reversibile. (C)

4. Esecuzione di trapianto da donatore volontario non consanguineo riservata ai Centri TCSE
con esperienza €/o con programmi attivi in questo settore. (C)

5. In caso di impiego del busulfano nel regime di condizionamento, esecuzione di studio
farmacocinetico per adattare la posologia del farmaco alle concentrazioni plasmatiche. (B)
Evitare I’'impiego delle cellule staminali emopoietiche da sangue periferico. (B)

7. Proporre ai genitori la possibilita di criopreservazione pre-trapianto di tessuto ovarico o

testicolare anche in pazienti pre-puberi. (B)

a



8. E’ indicato un programma di flebotomie o ferrochelazione post-trapianto nei soggetti con
significativo sovraccarico marziale. (B)
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