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Unita di Ricerca ‘Genetica della leucemia’ {Glovanni Cazzaniga)
A. Progetti di ricerca

1. Caratterizzazione e drugtargeting disottogruppi di leucemia acuta linfoblastica pediatrica ad alto
rischio

Il progetto ha l'obiettive di carattenizzare gl eventi patogenetici di specifici sottopruppi di LAL pediatrica,

associati ad un alto rischio di recidiva della malattia, al fine di trovare nuovi farmac specificl per una terapia

mirata personalizzata,

{Firanzigmento: gront Ricerca Finalizzoto Giovani Ricercatori]
Torsk1.1. Pozienti con LAL atseciote o Sindrome di Down (Project Leader: Chiara Paimi)

| bambini con sindrome di Down (DS) hanno un zumentato rischio di sviluppare la leucemia linfoblastica
zcuta (DS-LAL). La leucemia, in particolare ia DS-LAL, & la loro terza causa di morte dopo le malattie
cardiache congenite & le inferionl respiratoria. Questa elevata mortalith & dovuts sia ad una alta tossielts
comelata alla chemioterapia che ad una resistenza intrinseca alla terapla. E' percid impellents lo sviluppo di
strategie terapeutiche su misura, Recentemente sono state descritte due alterazion| genetiche della LAL
associate a prognosi sfavorevole.

E' stato completate con successo lo studlo per valutare lincidenza e il walere prognostico delle
caratteristiche Ph-fke e lkaros-plus in 134 bambini con D5-LAL trattati nel protocalll AIEOP-BEM in centri
italiani (AIEOP} e tedeschi (BFM) dal 2000 al 2011 (Palmi et of. Hemasphere 2023)

E' in corso uno screening esteso ed automatizzate (High Throughput Screening, HTS) di farmad gi3 in uso
dlinico per diverse patologie, per identificare potenziali molecale sulle quali estendere studi in vitro ed In
vivo con lo scopo dl introdurli nella pratica cliniea in associazione 3 schemi ridottl di chemioterapia
[collaborazione con Prof. Borkhardt, Dusseldedf, Germania) {abstract @ Congresso AIEOP 2022),

E' in fase di revisione un primeo lavoro incentrato sull'applicazione di High Troughput Screening per
Identificare composti potenzialmente efficaci per il trattamento di pazienti pediatrici con BOP-ALL con
prognosi sfavorevale, come | pazenti con sindrome di Down [DS) o portatori di riarangiamenti che
eaipvalgono | geni PAXS o KMT2A/MLL. Lo studia sottolinea il vantaggio dell'spplicazions di HTS per |
ricollocamento di farmacl In sottogruppi BCP-ALL resistenti alle teraple convenzionali. Da un lato, forniamo
cvidenze per 'uso di Venetoclax come potente composto antlleucemico nella sindrome di Down, nei
pazienti con PAXS riarrangiati e ned neonatl con MLL riarrangiati. D'altra parte, & stata prestata particolare
attenzione ad opportuni gruppi di controllo per evitare la selezione di farmaci seppur attivi ma assodati ad
elevata tossicita per la controparte normale.

\in revision: Bischemical Pharmacolagy, Special isswe on Pediatric Tumors)

E' in fase di sottemissione un secondo lavoro in cul abbiamo esplorato la combinazione di plis farmaciquale
metadologia per ampliare le opportunity terapeutiche in malattie per le quall | trattamenti sttuali non sono
completamente curativi. In particalare, ci siamo occupati della BCP-ALL pedigtrica con rdarrangiomento del
gene CRLED, un sottotipe caratterizzato da scarso esito e arricchito nei bambini con sindrome di Down,
pazienti molto fragill con un'elevata suscettibilitd aila tossicith correlata al trattamento, Abblamo Indagato
la combinazione del farmaco givinostat (ITF2357), un inibitore dell'istone deacetilasiche ha dimostrato di
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agire efficacemente contro la BCP-ALL CRLF2-r e abbiamao testato le possibili sinergie con una libreria di 174
farmaci, approvati o in studi preclinicl, attraverso HTS.

\in preparazione paper per Blechemical Pharmocalogy, Special lssue on Pediatric Tumors)

Task 1.2.Torgeting specifico di aberrazioni nel contesto del profilo di esprecsione genica Ph-like(Project
{eader; Grozie Fozio)

Il sottotipa LALPh-ike comprende il 10-15% del pazientl con BOP-LAL predice un'elevata incidenza di
recidive e definisce un sottogruppe candidato per un trattamento farmacologico mirzto,

Oblettivic (i) identificare casi BCP-LALPh-like in pazienti trattati nel Protocolli di Studio dell'Associarone
hzliana di Ematologla e Oncologia Pediatrica [AIEDP); {if} valutare Ia loro prognosi; e (ill]) caratterlzzare le
laro basl genetiche; iv) sperimentare la risposta a farmaci specifici.

1.2.1, Targetingdeiriarrangioment! del gene PAXS

E' stato pubblicato il lavoro di caratterizzazione di 289 casi pediatrici di BCP-ALL arruelati consecutivamente
in ftalia nei protocolli AIEOP-BFM ALL2000/R2006 attraverse un ampio profilo molecolare, integrands
Fespressione genica, l'analisi del numero di copie ¢ 'identificazione del geni dl fusione mediante NGS.
Abblame identificsto 135 casi senza rlarranglament! genetici ricorrentl. Tra guesti, 5% pazientl (83,7%)
avevano i| profile ‘Ph-like®, associato & prognosl infausta, indipendentemente da altre caratteristiche ad alto
rischio. Di particolare interesss, || gene PAXS & risultato alterato nel 54, 4% del casl Ph-like rispetto al 16,2%
del casl non Ph-like, con 7 pazienti portator di fuslonl PAXS coimvolgenti nuovi genl partner. Abblamo
caratterizzato ultediormente i casi PAX5t, che hanno unospecifico profilo di espressione genic, con
iparattivazionedi LCK. Per esplorare il possibile trattamento farmacologico, abblamao selezionato Dasatinib,
Bosutinib e Foretinib, oftre a Nintedanib, farmaci gia approvati dalla FDA # noti per essere ligandi LK.
Abblame dimostrato l'sfficacia del'inibitore LCK BIBF1120/Nintedanib, come agente singelo o in
combinazione con la chemioterapia convenzionale, sia ex vivo che nel modello di xenotrapianto derivato
dal paziente, mostrando un effetto sinergico con Il desametasone. Questo studio identifica una potenziale
Lerapia per | pazienti 2 cattiva prognosi con fusione di PAXS.

{Fazio et ol eBlomedicine, 2022} [Proposta di studio a Ponte di Legne'group)
Taskl.3. Targeting deiriarrangiamenti di JAK2 {PostDoc Manue! Quadr, bovsa triennale AIRC PostDoc)

A differenza delle fusionl ABL-class, i casi con alterazione del segnale cellulare JAK/STAT, che rappresentanc
il 7% del sottogruppo "Ph-like”, sono stati meno esploratl. Il gene JAKZ codifica per una tiresinchinas! non
recettoriale fondamentale per ‘ematopoiesi, regolando molteplicl vie di segnalazione intracellulare. Le

mutazioni JAK2 sono state ampiamente studiate nellz leucemia e nel linfoma, mentre | geni di fusions JAKZ
S0no ancora scarsamente caratterizzati,

In una coorte di pazient] pediatrici di LAL-B ad alto rischio, tramite NGS sbbiamo identificatn11 trasloeazian
di JAK2 con diverst partner, tra i quali PAXS unico ricorrente. Scaps generale del progetto & guells di
valutare Vefficacia della combinazione del tratiamente TKl con agentl chemicterapici standard,che
potrebbe permettere di mantencre l'efficacia riducendo Pintensita ¢ ks relative lossigta dell
chemioterapla. Abblamo dimostrato I'efficacia in vitro di CHZB63, inibitore tirosin-chinasico di classe 11, con
attlvita sinergica con BIBF1120/Nintedanib, inlbitore di LCK (attivata in fusionl di PAX5), CHZB68 & efficace
anche in vive; & un farmace promettente per il trattamento delle fusioni di JAK2 nella LAL-B, che in
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combinazione potrebbe rdurre [ tossicita della chemioterapla convenzionale.

Poiché il targeting in vive di CHZBG2 non ha mestrato |'eradicazione completa di leucemla, con basso
effetto sul sistema nervoso centrale, abblamo Inoltre applicato HTS ex-vivo di una libreria di 174 farmaci
approvati da FDA su ceflule di 4 casi con fusioni JAKZ. Abbiamo confermate che Ruxolitinibifarmaco gia In
uso) non & efficace su JAKZ mentre AT9283, Fedratinib e Gandotinlbsono risultati inibitori efficaci, specificl
& non tossicl IAK2. Inaltre, altr farmad, non appartenenti agli inibitori JAK, si sano dimostratl specifid e non
tossici per la coorte JAKZr, qualiBirinapant (Smac mimetico), ¥l (inibitore BRD4), Fludarahina
iChemioterapia).

Grazie 3l soggiorno presso il laboratorio di JSamo/K.Davis a stanford, si stanno completando gli
esperimenti di analisl single cell con CytOFF e del profilo metabaolico cellulare associato a riarrangiamento di
JARL.

{Quadri et ol. Presentazione orale selezionata ad ASH 2022; Manoscritto in preparczione).

Task 1.3. Ruelo del gene MSI2 nello leucemia linfoblastica acuta infant con riorrangiamento del gene
MLL{Project Leader: Michely Bardini, PostDoe Lulgla Valsecchi)

Lidentificazione di nuovi geni coinvolti nella LALInfant con riarrangiamento di MLL (MLLr) & di grande
interesse, per meglio chiarire il meccanismo molecolare alla base della patologia e possibilmente
identificare nuove strategie terapeutiche. Musashi-2 (MSI2) & una proteina che ¢ lega a mRMNAtrget e
regola la lore tradugione in proteine. MSI2 svolge un ruole eruclale nel mantenimento di HSC normali
regelando la divisione celldare simmetricafasimmetrica, Inoltre, MSI2 & sovraespressoln tumodi, compresa
la leucemia, dove & coinvolte nella proliferazione cellulare, differenziazione e mantenimento del pool di
celiule staminali.

Scopa generale del progetto & studiare il ruolo di MSI2 in LALinfantMLLr, sottotipo di leucemia ancora
gravato da una prognosi malto sfavorevole. Questo avverra nel contesto del prossimo protocolie Interfant-
21, insieme ad altri studi bielogici proposti. In una linea cellulare umana di LLA MLL-AF44+ in cui i| gene MS(2
& stato inattivato tramite CRISPR/CASS genome editing, abbiamo dimostrate che Passenza di MSI2
determina: uno svantaggio proliferative delfle eeflule in vitro, una ridotta capacita lescemogenica In vive =
una sensibilizzazione ai farmad glucocorticoidi in vitro {Desametasone o Prednisolone). | pazienti LAL
infantMLLr sono tipicamente resistenti ai glucocorticoid], percid il ruolo di MSI2 in questo contesto & d
particolare rilievo dal punto di vista clinico, gettando le basi per Futilizzo di nuovi farmac inibitor gl MSI2
(es. Ro 0B-2750) in combinazione con glucocorticeidi come nuova strategia terapeutica per il trattamentao
del pazient] Infart.

In corsa lo studio di un modello di RNA-nterference {RNAI) in campioni di patient-cerivedxenograft (PDX)
utilizzande un sisterna di vettori lentivirali contenenti uno chort hairpin RNA (shENA) anti-MSI2 che
corsente una piil fedele rappresentarione della complessitd in vive, | risultsti preliminar in linee callular]
sono promettenti, in quanto Pespressione di MSI2 & ridotte (sla mRNA che proteina; in un un saggio di
competizione clonale a lungo termine In vitre le cellule senza MSI2 diminuiscono progressivamente di
ridmero a favore delle cefiule controllo; inoltre, 'aggiunta di Desametasone alla co-coltura favorises una
selezione pil rapida delle cellule CNTRL. Questi dati dimostrano che M312 & fondamentale per sostenera fa
crescita defle cellule MLLr LLA In vitro e che il suo silenziamento rende le ceflule pil sensibili all’effetto
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citotossico dei Glucocorticoldl {GCs). Sono in corso esperimenti di competizions conale in vivo per
confermare il runlo cruciale di MSI2 nel sostenere la capacita laucemogenica della MLLrinfant LLA in vive &
il suo coinvolgiments nella resistenza ai farmaci.

{manascritto in sottomissione per pubblicazione]

(finanziamento grantFight Kids Cancer 2023; partecipazione o network internazionale per applicare o
grantGrond Chalemge Cancer LK)

2. Coratterizzazione della fase pre-leucemicadella LAL def bambing (Profect Leader Chiara Palmi)

Da malti anni ci oocupiamo dello studio della LAL caratterizzata da traslocazione t{12:21), unalterazians
genetica associata al gene di fusions TEL-AMLI, che spesso colpisce il bambino prima della rascits, durante
Il sue sviluppe nell'utero matermno e costitulsce Vevento Iniziale necessario, ma insufficiente, per la
manifestazione della leucemia. Per avere la comparsa dinica della malattia sono Infattl necessarie wteriori
mutazionl che possono insorgere nel bambino da pochi mesi fino anche a 15 anni dopo la nascita. |l periodo
di tempo tra la prima mutazione e guelle successive viene chiamato “fase pre-leucemica®.

Seope complessivo del progetto & comprendere come Il gene di fusione TEL-AMLI possa dare vantaggl
selettivi alla cellula che la predispongono all'insorgenza delia leucemia,

Task 2.1. Meccanismi di supporto alle cellule pre-leucemico positiva per ETVE/RUNXT {EAR) nelia nicchia del
midofio osseo (PostDocMaylaBertagna, barsa triennale AIRC PostDoc)

Le callule pre-leucemiche E/R mostrano una maggiore suzesttibilits alla trasformazione a seguito di uiteriori
insulti genetici, che innescano lo sviluppe dl leucemia nell'l% dei casi E/R. Si ritiene che una risposta
immunitaria e inflammatorie disregolate ainfezioni comuni sia 1 principale attore nella trasformazione
maligna EfR+, che porta all’acquisizione di mutazioni secondarie. Tuttavia, gl eventi che precedono ia
leucemia conclamata e che caratterizzano |a fase latente pre-leucemica, non sono mai stati studiati.

In coilaborazione con & Profssa Laurg Russo (Dipartimento di Chimica Bioorganica, Unimib) stiame
sviluppando un modello 3D {medlante 30 bioprinting) al fine di valutare || contributo di ciascuna
popolazione ¢ della matrice extracellulare nel sostenere sopravvivenza delle cellule pre-deucemiche |n
condizioni inflammatorie & narmali.

Abbiame acquisito un modelle murine transgenico Scal-ETVE-RUNKL (collabarazione con lsidro Sanchez
Garela, Salemanca, ES), in cui insorge leucemia solo In seguito all'espasizione a patogeni comuni, pur con
warsa penetranza, simile alla condizione umana. Cl stiamo contentrando sullo studio della comunicazione
tra celiule staminall & progenitrici ematopoietiche (HSPC) con il microambiente midollare in diverse
condizionl dl infezione. Scopo dello studic & chiarire | ruclo del microambiente midollare e

dellinfiammazione nel promucvere la sopravvivenza e la progressione delle cellule pre-leucemiche E/R
verse la manifestazione clinlca della malattia.

Task 2.2.5enescenra indotta do oncogene nello pre-leucemio FTVE/RUNYT positiva: rusle e potsibile
targeting(PhDStudent Denise Acunzo, borss Lions Sondrio)



ﬂ FONDAZIONE TETTAMANT]

Fenvmalvee M, Tettimami - VL e Slaedd 05LLE
Foreri il bt e ik T PO e A ™

i i i I
releriin il Aleiniee: b PRSI T |

L'espressione E/R nefle cellule pro-B (BaF3) causa il rallentamento della progressione del ciclo cellulare,
caratteristica del fenetipo di senescenzs indotts da oncogene (DIS). Incltre, le cellule pre-leucemniche E/R+
pro-B (BaF3} hanno una robusta attivazione della segnalazione di arresto del cicle cellulare dipendente da
g3, mentre l'apoptosi dipendente de p53 & disattivata. La chemioterapia & inefficace contro le cellule pre-
krucemiche, che possono sopravwivere e fornire un serbatoio cellulare per la ricaduta,

scopo del lavoro & comprendere il ruolo dei meccanismi di senescenza (In particolare il ruolo di OIS} nella
fase pre-leucemica e trovare bersagli candidatl, che potrebbero istruire su come eradicarle dall’organismo
per prevenire [o sviluppo della lescemia e la sua ricaduta.

Il progetto si avwale di numerose collaborazioni nazionali e internazionali: Prof sso [ Russo, Dip. & Chimica
Bioorganica, Unimib) per studiare gli effetti delle cellule pre-leucemiche sul micreamblents; Profssa
D Besozzl, Informatica, Linimib per lo sviluppo di un modelle eomputagionals di pre-leucemia EfR#,
utilizzando metodologiafuzzplogicper prevedere il comportamento delle cellule pre-leucemiche dopo
perturbazione del sistema mediante l'introduzione di stimoll appropriati (es. danno al DNA); Dr. I Sonchez-
Garcia, Selomanca, Spainper |a vaildazione di in un modello murino pre-leucemico EfR+ in vivo (SCA1-E/R) e
la capacita def gene di fusione di indurre 0I5,

{(Grant AIRC-IG Giovanni Cozzoniga 2019-23, in corso revisione di nuoveo grant AIRC-1G 2024-28)

3. Predisposirione genetica o LAL pediatrica (Project leaderG, Cozraniga; collaborazione Loura Bettini,
Pediatra/PostDe)

E' sempre pil avidente che |a LAL pediatrica ha un'origine multifattoriale, in cui fattori esogeni giocano un
ruclo insieme alla suscettibilitd genetica individuale. E stato dimostrato che alcune condizionl genetiche
ben note predispongzno allo sviluppo di LAL Inoltre, studl recent! hanno descritto pazienti con LAL non
sindromica con una variante genetica In genl associati ad alto rischio di sviluppare leucemia, quall PAXS,
ETVE, IKZF1 e altrl. Inoltre, studi di associazicne genomica [GWAS) hanno evidenziato varianti genetiche
germinali in geni (ARIDSB, CEBPE, GATA3) costanternente assodati ad un rischio ridotto di sviluppare
leucemia.

Task 3.1 identificozioni di varianti germinall predispanenti o LAL

Lo scope complessive del progetto & (i) individuare sindromi note assoclate a LAL, (ii] identificare nuove
condizioni predisponenti LAL

AAnalisi retrospettive di casl sindromici do cortefle cliniche AIECP e prospettica of predisposirione o
feucermio nel profocolio AIEOP-BFM ALLZ017.

Abbiamo stimolate l'introduzione di uno spedfico questionario per tutti | bambinl italiani con LAL arruslati
al protocollo AIEOP-BFM ALL2017. Da gueste risulta che 112 pazienti, il 12% dei pazienti arruclatl al
protocollo, presenta almeno un criterio clinico meritevole di approfondiments nel sospetto di una
condizione predisponente i tumori. In particolare, 34/112 (30%) presenta anamnesi familiare posithea per
ricorrenza di turnarl giovanili: 1534 riportane un familiare di 1%, 1334 un familiare di 1% 624 familari di |
e 1I°, In 80/112 {71%] =i rileva almeno una comorbidits o una dlagnosi genetica nota. A tutti | pazienti &
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stata proposta una conswlenza genetica, accettsta in 91112 (281%). In accordo con | centrl AIEDP ¢ i
genetisti di riferimente, ci siamo resi disponiblii all'esecuzione di approfondimenti genetici (pannelioc NGS
target, Whole ExomeSequencing, Whale Transcriptomeanalysis). Vari studi familiar] sono in corso.

B. Boord ponel multidisciplincre of esperti,

Abblame costituito un panel di esperti (Genetista di laboratorio, Genetista clinico, Ematologl Pediatr,
Tecnici di laboratorio) che discute le diverse richieste di analisi di casl con sospetto dl alterazione
genetica/predisposizione, decide la conduzione del caso, con eventuale indicazione alla consulenza
genetica pre-test, la decishone sul test genetico da eseguire, la suz esecuzione, & Ia consulenza post-test. |
primi contesti identificati sono le levcemie, le immunodeficienzee rare malattie ematologiche (vedi
progetto 4],

C.Analisi di varignti genetiche in una coorte prospettica di puzienti LAL (PhDStudent Stefono Rebefiata).

Abblamo analizzate 200 casi consecutivi di pazienti all’'esordio di LAL pediatrica ed arruolati al protocollo
AIEOQF 2009 e 130 casi di ricadute, tramite un pannello NGS di 40 geni, selezionati dalla letteratura. E' in
corso la valutazions dettagliata delle diverse varianti identificate, E' inoltre in corsoll sequenziamento WES
del DNA di remissione di malattia di 150 casl pediatrici che hanno sviluppato LAL (colfohorarione con
Prof.M.Capasso. Napoll), per identificare varianti germiine associate all'insorgenza della malattia.

0. Analisi delte varianti di TP53 in LALipodiploide pediotrico.

La LAlipodipinide & frequantemente associata a varianti di TPS3, s maggior parte dalle quali sono germiine,
suggerendo che la LAlipodiploidepossa essere una manifestazione della sindrome di Li-Fraumeni
(LF3).Abblamo eseguito I"analisi NGSdi un pannello mirato di 30 geni, tra cul TP53, In una serie retrospettiva
di parienti italiani LALipodiploidi pediatrici arruoiati in guattro protocolli di prima linea a livello nazionale.
Abbiame dimostrato 'elevata prevalenza di varianti germinali di TP53 nella LLA lpodipleide, confermando
cosi che la LLA Ipodiploide & una possibile manifestazione della LFS. Questa evidenza evidenzia I'importanza
defla consulenza genetica e dello screening TPS23 per | pazienti e le famiglie ipodiploidi p53.

Sono in corso uno studio sul pazienti trapiantati [colloborozione EBMT pedictric), per identificare
Finsorgenza di secondi tumori e eaplre Fincidenza dei diversi regimi di eendizlonamento, uno studio su
pazienti trattati con diversi regimi chemioterapic (coordingte do F.Ceppi, Losanna, CH} e lo studio
prospettico dei casi AIECP LAL con |podiploidia per successiva consulenza famigliare.

E. Mutazioni mef geni delle coesine e rutio nefia predisposizione genetica allg LAL pediatrica(PhDStudent
Stefano Rebeliata)

£’ stato completato o studio funzionale di due varianti dei geni delle coesine In pazient! LAL/MDS, in cui per
la prima volta deserbvlamo un ruolo del gene STAG1 nella leucemogenesi e nell'aumentato rischio di
insorgenza di disordini emato-oncologici (Saftta et al. Blood Cancer 1. 2022;12(6):88) e collabarato allo
studio del pene RAD21 (Schedel A, et al. Int | Mal S¢i. 2022:73(9):5174). Lo studio procede con ultorion
caratterizzazion genetiche e funzionsli, attraverso metodologla CRISPR/CASS,

Recentemente, abbiamo identificate fuslon| sematiche di geni delle coesine (RNAseq alla diagnosi di BCP-
ALL} e stiamo organizzando la raccoita internazionali di casi per caratterizzazione e pubblicazione)
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4. Analisi di ofterazioni genetiche in parienti pediatrici con immunodeficienze

Continua |2 collabarazione con Dr. Francesco Saettini, della Clinica Pediatrica per |3 caratterizzazrione di
pazienti con immunodeficienza con sespetio di base genetica

Nell"ultima anne abbdamo identificato ed esplorato |l diverso significato dl varkant identiche di EP300 In
Fubinstein-Taybisyndrome con diverso fenotipo clinico ed immunologico

{5aettinf F, et ol. Am | MedGenet A. 2022;188:2129-2134),

Abbiamo inoltre descritto due pazienti con la stessa mutazione germinale di CBL e caratteristiche di
sovrapposizione clinfca e immuno-ematologica con sindrome linfoprofiferativa autolmmune (ALPS) ed
espansione delle celiule B con sindrome NF-kB e anergia delie cellule T (RENTA). | pazienti descritt] hanno
mostrata  un  fenotipo peculiare delle cellule B 2 causa dell'aumente delle cellule CD34
immature/transizionali. Questa caratteristica differenzia la sindrome CBL dalla BENTA, indicendo una
proliferazione anormale dei precurson precoc delie cellule B

[Soettind et ol. Front Pediotr. 2022)

L"Unita di Genetico della Leucemia, diretta dal Dr.Cazzanign & composts da 3 Post Doc (M. Bordini, G. Fozio,
C.Palmi), 5PhDstudent (L.Betting, M.Bertagna, M.Quadri, L. Valsecchi, DAcunzo), 1 PhDstudent Marle Curle
Frogram (A.Oikonomou), 1 assegnista di ricerca nel 2022, Pediatro, Ematologa (M.O°Angio), 1 Pediatra (F.
Guerrg, 2021), 2 studenti df Biotecnofogie mediche. 5i ovvale inoltre del supporto di personale
prevalentemente dedicoto alle diagnastica molecolare e clitogenetica (tecnici di laborotorio e bistecnclogi).

B. Progetti di ricerca traslazionale clinica a sostegno dei protocolli dell’Associazione Italiana Ematologia
ed Oncologia Pediatrica (Project Leader Glovannl Carraniga)

L'arruolamento a studl clinici eantrallati costituisce la modalitd ottimale per garantire Il trattamenta ad ogni
bambino e rappresents uno dei motwi del successo nefa cura delle leucemie e linforml pediatrici.
L'organizzazione di uno studio di ricerca clinica richiede risorse aggiuntive in termini di organizzazione,
gestione ed esecuzioni di indagini di laboratorio, non tuttl rconosciuti dal costi di assistenza del servizio
sanitario narionale.

La Clinica Pediatrica di Monza & coordinatrice dal 1988 dei protocolli dell’ AIEOP per la LAL {che dal 2000
sono realizzati congiuntamente al gruppl cooperativi di Germania ed Austria), dal 2003 per le ricadute LAL;
inoltre gestisce i protocolli internazionali per i sottogruppi di LAL del bambino di etd Inferiore LAL anna
{Interfant), @ per la LALPh+ (EsPhALL). Complessivamente in termini di attivita, presso le unitd di Biologia
Maolecola re e di Citogenetica del Centra Rlcerea Tettamanti di Monza vengono riferiti [l materfale per le
anallsi ed | dati dei 400 bambini ed adolescenti affetti da lewcemia acuta linfoblastica in ltalia & oltre il 10%
direttamente per le cure.

Fresso il Centro Ricerca Tettamanti vengono eseguite lz indagini molecolari e di malattia residua minima
necessarl per I"assegnazione di tutti i parienti italiani con LAL al pil appropriato braccie di protocolio
terapeutico, in funzione della fascia di rischio,



ﬂ" FONDAZIONE TETTAMANTI

o il Levavandiving i u tir fiafnnsiki
Bandlietisree A, Tertmami] - YL e Magdel (81005
Forvi s in Eme goeeade evo JUPIL 24820 PTRET

Nello stesso contesto di genetica molecolare, il Centro Ricerca Tettamanti & prometare di progetti di
ricerca, assoclati ai protocolli clinicl, per la carattarizzazione dell'sterogens®i genomica di sottogruppi di
pazienti AIEOP con diversa risposta alla terapia.

Identificazione di alterazioni prognostiche e target terupeutici nelle LAL pediatriche {Or, G. Carzoniga, Dr.ss0
&, Fazio)

Lutilizzo di tecnologie genomiche di avanguardia {sequenziamento massive di nuova generazione, NGS) ¢l
ha permesso di analizzare ad zltissima risoluzione || genoma delle cellule leucemiche, con lo scopo di
individuare lesioni genetiche che cooperanc nella trasformazione di una celiula normale in una leucemica.
Abblamo partecipato a studi collaborativi con lo scopo di identificare nuovi eventl leucemogenici, marcatori
prognostici ed alterazioni che possano rappresentare potenziali target terapeuticl (vedi bibliografia). Di
rilieve, la studle sulla presenza di particolarl confarmazionl geniche associate alla predisposizione alla
leucemia e ai meccanismi alla base delle alterazioni nel sottogruppo pil ricorrente di LAL pediatriche.

Hello specifica:

I} & stato introdotto neila routine di screening un pannello diagnostico basato sulla ricostruzione dells
sequenza del geni le cui alterazioni rivestone un ruclo prognestico nelle LAL pediatriche, con particolare
interesse nei casi ABL-class; ad oggl abbiamo sequenziato pilrdi 300 campioni BCP-LAL riscontrando sia geni
di fusione convenzionali sia nuovi;

i) abbiamo introdotto lo screening di tutti | casi di LAL B-ather con I3 nuova tecnologia digitalMLPA, per
teonoscere il sottogruppe denominate ‘lkares-plus’, che consiste di un pattern di delezioni geniche dal
significato prognostice;

ill) mel contesto della partecipazione attiva al gruppo Europeo “Euroclonality-NGS’, abbiamo messo a punto
il riconoscimento dei marcator 1G/TR usatl per || monitoraggio di Malattia Residua Minima medianta NGS.
Cié ha consentito di sviluppare un approccio integrato di diagnostica molecolare avanzata NGS per
identificare in pazientl arrualati al protocollo LAL AIEQP geni di fusione prognostic efo bersaglio di farmaci
alternativi e specfici.

le persone coinvolte nelf‘attivitd diognostica  sono  complessivamente  18: 2 pel  Settore
Morfologia/lmmunafenctipe, 11 nel Seitore Bislogia Molecolare, 3 nel Settore Citegenetica. Il personale
dedica una parte della propria professionalita e tempo a progett! di ricerca clinica di FT,

La lunzione di coordinamento di protocolll clinici comporta non solo gli oneri delle attivita di laboratorio
esepuite presso il Centro Ricerca Tettamantl ma anche guelli relativi afla parte metodologica, statistica e di
analisi dei datl eseguile presso | Centro Operativo Ricerca statistica (CORS) della Fondazione M. Tettamanti
{diretto dalla Prof.ssa M.G. Valsecchl e composto da Daniela Silvestri & Paola De Lorenza),

Pubblicarioni scientifiche Unith Carzaniga 2022-2023

1. Palmi G, Bresolin 5, Junk 5, Fazio G, Sllvestri D, Zaliova M, Qikonomou A, Scharov K, Stanulla M,
Moaricke A, Zimmermann M, Schrappe M, Buldini B, Bhatia S, Borkhardt A, Saitta C, Galbiati M,
Bardinl M, Lo Nigro L, Conter V, Valsecchi M4, Blondl A, Te Kronnie G, Cario G, Cazzaniga G.
Definition and Prognostic Vaiue of Phdike and IKZF1plus Status in Children With Down Syndrome
and B-cell Precursor Acute LlymphoblasticLeukemia. Hemasphers, 2023 May 26;7(6):2892. dai:
10.1097/H59.0000000000000892, eCollection 2023 Jun. PMID: 37304931
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Killp M, Larghero P, Alten I, Carie G, Eckert C, Caye-Eude A, Cavé H, Sehmachtel T, Bardini M,
Cazraniga G, De Lorenze P, Valsecchi MG, Bonig H, Meyer C, Rieger MA, Marschalek R. The EGR3
regulome of infant KMT2A-r acute lymphoblastic leukemia identifies differential expression of B-
lineage geres predictive for outcome. Leukemia. 2023 Jun;37(6):1216-1233. doi: 10.1038/541375-
023-01895-2. Epub 2023 Apr 26. PMIC: 37100882 Free PMC article.

Meyer C, Larghero P, Almeida Lopes B, Burmeister T, Gribger D, Sutton R, Venn NC, Cazzaniga G,
Corral Abascal L, Tsaur G, Fechina L, Emerenciana M, Pombo-de-Oliveira MS, Lund-gho T, Lundén T,
Montonen M, luvonen V, Zuna J, Trka |, Ballerini P, Lapillonne H, Van der Velden VHI, Sanneveld E,
Delabesse E, de Mates RRC, Silva MLM, Bomken S, Katsibardi K, Keernik M, Grardel N, Mason J,
Price R, Kim J, Eckert C, Lo Nigro L, Bueno €, Menendez P, ZurStadt U, Gamelro P, Sedék L,
Szcrepansk T, Bidet A, Marcu V, Shichrur K, [zraeli 5, Madsen HO, Schéfer BW, Kubetzko S, Kim R,
Clappier E, Trautmann H, Briiggemann M, Archer P, Hancock J, Alten ), Méricke A, Stanulla M,
Lentes J, Bergrmann AK, Strehl 5, Kdhrer 5, Nebral K, Dworzak MN, Haas 04, Arfeville €, Cayve-Eude
A, Cave H, Marschalek R. The KMT2A recombinome of acute leukemias In 2023, Leukemia. 2023
May;37(5):988-1005. doi: 10.1038/541375-023-01877-1. Epub 2023 Apr 5. PMID: 37019990

Ohki K, Butler ER, Kiyokawa N, Hirabayashi 5, Bergmann AK, Méricke A, Boer JW, Cavé, Cazzaniga
G, Teoh AEL, 5anada M, imamura T, Inaba H, Mullighan CG, Loh ML, Morén-Mystram U, Shih LY,
Zaliova M, Pui CH, Haas O, Harrison CJ, Moorman AV, Manabe A, Clinical characteristics and
cutcomes of B-cell precursor ALL with MEF2ZD rearrangements: a ratrospective study by the Ponte
di Legno Childhood ALL Working Group. Leukemia. 2023 Jan:37(1):212-216. doi: 10,1038/=41375-
022-01737-4. Epub 2022 Cct 29, PMID: 36309560

Soscia R, Della Starza |, De Movi LA, llari C, Ansuinelll M, Cavalli M, Bellemarino V, Cafforio L, Di
Trani M, Cazzaniga G, Fazio G, Santoro A, Salemi D, Spinelli O, Tosi M, Terragna C, Robustelll V,
Bellissima T, Colafigli G, Breccia M, Chiaretti 5, Di Rocco A, Martelll M, Guarind A, Del Giudice 1, Fod
R. Circulatingcell-free DMNA for targe: quantification in hematologicrnalignancies: Validation of a
protocol  to  overcomepre-analyticalbiases. HematolOncol. 2023 Feb41(1):50-60. dai:
10,1002 /hmon, 3087, Epub 2022 Oct 19. PMID; 36251440

Fazlo G, Bresolin 5, Silvestri D, Quadri M, Saitta C, Vendraminl E, Buldini B, Palmi C, Bardini M,
Grioni A, Rigamonti S, Galbiatl M, Meeea S, Savino AM, Peloso A, Tu IW, Bhatla S, Barkhardt A,
Micalizzi C, Lo Migre L, Locatelli F, Conter V', Rizzarl C, Valsecchi MG, Tekronnie G, Biondia,
Cazzaniga G. PAXS fusion genes are frequent in poor risk childhood acute lymphoblastic leukaemia
end can  be fargeted with BIBF1120. EBioMedicine, 2022 Sep-83: 104224,  doi:
10.1016/j.eblom_2022.1042 24, Epub 2022 Aug 16, PMID: 35935167

Saettini F, Coliva TA, Vendemini F, Gaibiati M, Bugarin C, Masetti R, Moratta D, Chiarini M, Guerra
F. lascone M, Badolato R, Cazzaniga G, Niemeyer C, Potha C, Biondi A. Abnormal B-Cell Maturation
and IncreasedTransitianal B Calls in CBL Syndrome. Front Pedistr. 2022 Jul 28;10:935951. doi:
10.2389,fped 2022935951, eCollection 2022 PMID: 15967575

£una J, Hovarkova L, Krotka J, Koehrmann A, Bardini M, Winkowska L, Fronkova E, Alten J, Koehler
R, Eckert C, Brizzolara L, Trkova M, Stuchly 1, Zimmermann M, De Lorenzo P, Valsecchi MG, Conter
W, Stary 1, Schrappe M, Biondi A, Trka J, ZaliovaM,*Camaniga G,* Cario G.* [*co-last authors)
Minimal residual disease in BCR:ABL1-positive acute lymphoblastic leukemia: different significance
in typical ALL and In CML-like disease. Leukemia. 2022 Dec;36(12):27%3-2801. doi: 10.1038/541375-
(022-01668-0. Epub 2022 Aug 6. PMID- 3593353

Pezzotta A, Gentile |, Genovese D, Totaro MG, Battaglia C, Leung AY, Fumagalli M, Parma M,
Cezraniga G, Fazio G, Alcalay M, Marozzi A, Pistocchi A. HDACHK inhibition decreases leukermic stem
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cell expansion driven by Hedgehog hyperactivation by restoring primary dllogenesis. Pharmacol
Rex. 2022 Sep:182-106378. doi: 101016/ . phre. 2022106378, Epub 2023 Jul 30, PMID: 35518044
severgnini M, D'Anght M, BungaroS, Cazzaniga G, Cifola |, Fazio 5. Conjoined Genes as Common
Events in Childhood Acute Lymphoblastic Levkemla. Cancers (Basel). 2022 Jul 20;14{14):3523. doi:
10,3390 cancers14143523. PMID: 35384538,

Kilp M, Siemund AL, Larghero P, Dietz A, Alten J, Cario G, Eckert C, Caye-Eude A, Cavé H, BardiniM,
Cazzaniga G, De Lorenzo P, Valsecchi MG, Diehl L, Bonig H, Meyer C, Marschalok B. The immune
checkpelnt ICOSLG is a relapze-predicting biomarker and therapeutic target in infant t4:11) acute

lymphoblastic leukemia. Science. 2022 Jun 16:25(7):104613. dal: 10.1006/.15c1. 202 2. 104613
eCollection 2022 Jul 15. PMIC: 35800767

Rames-Muntada M, Trincado JL, Blanco I, Bueno C, Rodriguer-Cortez VC, Bataller A, Lopez-Millén B,
Schwab C, Ortega M, Velasco P, Blanco ML, Nomdedeu J, Ramirez-Orellana M, Minguela A, Fuster
IL, Cuatrecasas E, Camos M, Ballerini P, Escherich G, Boer J, DenBoar M, Herndnder-Rivas JM,
CalasanzMi, Cazzaniga G, Harrison Cl, Menendez P, Molina O, Clonal heterogeneity and rates of
specific chromosome gains are risk predictors in childhood high-hyperdiploid B-cell acute
lymphoblastic leukemia, MolOncol. 2022 Aug;16(16):2899-2919. doi: 10.1002/1878-0261.13276,
Epulby 2022 Jul 19.PMID: 357 266493

Saltta C, Rebellato S, Bettinl LR, Gludidi G, Panini N, Erba E, Massa V, Auer F, Friedrich U, Hauer |,
Biondi A, Fazio G, Cazraniga G.Potential role of STAGL mutations in genetic predisposition to
childhood hematological malignancies.Blood Cancer 1. 2022 lun 2;12{6)-38. doi: 10.1038/41408-
022-00683-9 PMID: 35654786

Lo Nigra L, Andrizno N, Buldini B, Silvestri D, Villa T, Locatelli F, Parasole R, Barlsone E, Testi AM,
Biond! A, Valsecchi MG, Rizzari C, Conter V, Basso G, Cazzaniga G.FLT3-TD in Children with Early T-
cell Precursor (ETP) Acute Lymphoblastic Leukemia: Incidence and Potential Target for Menitoring
Minimal Resldusl Disease (MRD)Cancers (Basel). 2022 May 17;14{10):2475. dai:
10.3390/cancers14102475.PMID: 35626079

Della Starza |, Eckert C, DrandiD, Cazzaniga G; EurcMRDConsortium. Minimal Residual Discase
Analysis by Menitoring Immunoglebulin and T-Cell Receptor Gene Rearrangements by Quantitative
PCR and Droplet Digital PCR. Methods Mal Biol 2022 3453779-89, doi: 10.1007,/978-10716-2115-
8_%5. FMID: 35622321 (book chapter)

Schedel A, Friedrich UA, Morcos MNF, Wagener R, Mehtonen |, Watrin T, Saitta €. Brozou T,
Michler P, Walter C, Forsti A, Baksi A, Menzel M, Horak P, Paramasivam N, Fazio 5, Autry RI,
Frihling 5, Suttorp M, Gertzen C, Gohlke H, Bhatia S, Wadt K, Schmiegelow ¥, Dugas M, Richter D,
Glimm M, Heindniemi M, leschergerR, Carzaniga G, Borkhardt A, Hawer J, Auer [, Recurrent
Germline Variant in RAD21 Predisposes Children te Lymphoblastic Leukemia or Lymphoma. Int J
Mol Sci. 2022 May 5;23(9):5174, doi; 10.3390/jms2 3095174, PMID: 35563565

Bomken 5, Enshaei A, Schwalbe EC, Mikulzzova A, Dal ¥, Zaka M, Fung KT, Bashton M, Lim H, Jones
L, Karatarakl N, Winterman E, Ashby C, Attarbaschi A, Bertrand ¥, Bradtke J, Buldini B, Burke GA,
Cazzaniga G, Gohring G, De Groot-Kruseman HA, Haferlach C, Nigro LL, Parihar M, Plesa A, Seaford
E. Sonneveld E, Strehl 5, Van der Velden VH, Rand V, Hunger 5P, Harrlgon Cl, Bacon CM, Van Delft
FW, Loh ML, Maoppett |, Varmoor 1, Walker BA, Moorman AV, Russell LI, Molecular characterisation
and clinical outcome of B-cell precursor acute lymphoblastic leukaemia with 1G-MYC
rearrangement. Hasmatologica. 2022 Apr 28. doi: 10.3324/haematol.2021,280557. Online ahead of
print, PAID: 35484682
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RELAZIONE DV GESTIONE SCIENTIFICA FONDAZIONE M. TETTAMANT] 2022-2023
Direttare Scientifico; Prof. Andrea Biondi

A. Progetti di ricerca

Unita di Citometria e Terapia Molecolare (Dr. G. Gaipa)

1.5trategle muitl targeting nella levcemnio linfoblastica acuta (LLA) a cellule B: prevensione dell'evasione
immunitario e delle ricodufe post-trattamento con cellule CAR T

Il trasferimento adottive di cellule CAR ha rivoluzionato il trattamento della leucermia linfoblastica acuta a
cellule B {B-ALL), tuttavia dopo i primi risuftati inizlall promettentl, sond emerse alcune criticitd come
linsorgenza di recidive negative per CO19 (antigene bersaglio del CAR). Per superare | limiti del metodo
virdle nell'ingegneria delle cellule T, il nostro gruppe ha sviluppato cellule CIK [Cytokine Induced Killer)
ingegnerizzate con CAR anti-CD19 attraverse une plattaforma basata su trasposon Sleeping-Beauty (SB)
(CARCIK-CD19) (Magnani CF etal, ICI, 2020). Mel nostro centro & stata eseguito una Fase /Il con CARCIK-
€019 con risultati incoraggiantl. Al fine di prevenire e affrontare le recidive di leucemia post-CAR-T,
abbiamo tratto vantaggio dalla tecnologia 58 per sperimentare un approccio multi-targeting, In particolars
abbiamo esploratoll targeting del CD22 specifico delle cellule B in combinazione con BAFE-H, che abbiamo
precedentemente sviluppato e dimostrato di essere attivo nel confront delle B-ALL. Lo scopo del progetto
e stato dungque quello di sviluppare CAR anti-CO22 e anti-BAFFR da utilizrare in parient] resistenti alle
cellule CAR T anti-CD19, in una strategia mult-targetingAbbiamo dungue generato cellule CARCIK
partendo da cellule di donatori sani efettroporate con plasmidi 5B codificanti per i CAR anti-CD22 & anti-
BAFFR. L'espressione di CAR, Immunofenotipomemoria delle cellule T e il profilo di esaurimento delle
cellule CARCIK sono stati analizzat] mediante citometria a flusse. Latthvita di killing In vitre & stata valutata
con cellule CAR T a bersaglio singolo e doppio. Per valutare la sicurezza, abbiamo valutato il nurmers di
copie del vettore (VCN) alla fine delle differenziazionl tramite gPCR. L'efficacia in vivo & stata valutata sia
nei modelli murinl di lewcemia acuta che di linfoma non-Hodgkin. Abhiama preparate una molecola CAR
diretta contro il CO22 {in un plasmide 5B pT4 ottimizeato), insieme a 2 costrutti CAR anti-BAFFR {una terza
generazione nel plasmide 5B pT e una seconds generazione in un plasmide pT4). | predotti defle cellule CAR
T anti-CD22 e anti-BAFFR hanno dimostrato una cinetica di espansione simile dopo ['elettroporazione e
I'stthvarione in vitro a quella del CARCIK-CD19 ariginale. Per quanto riguarda l'immunofenctipe delle celiule
CAR+, abbiamo osservato || tipico arricchimento nefle cellule CIX CD3+/CD%6+ con netta prevalenzadalla
popolazione CDE+, |l profilo di memariaha mostrato un ammcchimento nella popolazione central memary ed
effector memorysia nelle sottopopolazioni COM che CDE CAR+. E stata osservata una robusts stbivits di
killing sia per l'anti-CD22 che per l'anti-BAFFR CAR contro la linea celluare leucemica MALME. ||
transposone VCN & risultato inferiore a 5 copiefcellule, che & considerata la soglia di rilascio di sicurezza per
i prodotti clinicih. Quindi, abbiamo testato CARCIK-CD22 in wivo utilizzando modelll murini di levcemia
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DALIDI. In particolare, CARCIK-CD22 ha eradicato ks malsttianel sangue periferico e negll argani al memento
del sacrificio, e questo era associato alla persistenza delle cellule CAR nel sangue periferico fino al giormo
+B0 dalla infusione.ln guesto studio abbiamo dimostrate l'efficacia, la qualits e la sicurezza di CARCIK-CD22
trasfettato con 5B derivato da donatore con una notevole attivith antitumorale in modelli murini in vitro e
in wiue. Sono in corso ulteriori esperiment! per valutare l'sttivitd delie cellule T BAFFR-CAR in vivo. Nel
tomplesso, abblamo dimostrato la fattibilitd dellingegnerizzazione non-virale CARCHG-CDZ2 e CARCIK-
BEAFFR da impiegare nel contesto di un approccio multi-targeting per prevenire e trattare le recidive B-ALL
negative per CD19. Questo progetio fa parte del percorso di dottorato del Dro Alex Morett che =l
concluedera entro Movembre 2023, 1| dottor Morctti & affianceto dalla dottoressa Beatrice Landoni.

2.0Ruate defl microambiente nelio attivitd biologica ded linfociti CARCIK anti-CD19

Al fine di una migliore comprensione del fattori biologici determinanti 'efficacia e |3 durata dell‘azione dei
linfociti CAR T in vive abblamo ipotizzato che vi possane essere differenze rilevanti nel trascrittorna delle
cellule CAR T che persistono a lungo termine rispetto a guello dei linfociti CAR T che perdono la loro
capacita di espansione e durata. A questo scope utilizzeremo una tecnica di Single-cell ANA sequencing per
indagare il microambiente midollare, la componente della malatta residua e le cellule CAR T. Gli
esperimenti sono staticondott! in collaborazione con il Prof. M. Pagani (IFOM, Milano). Sonoutilizzati
campioni ricavati da parienti trattati con cellule CARCIK-CD19 o trattati con cellule CAR T commerciall. £
stata costruita una libreria  di espressione penica a singola cellula, scRNAseq [Chromium Single Cell 5-Jibrary
and VD) enrichment kit {10= Genomics)]. | dati attualmente ottenutl hanno dimostrato la fattibilita della
procedura di sorting delle popolazioni in termini di purezza e vitalith. Abblamo analizzato piu’ di 10
campionl raceolti da pazenti trattati con cellule CAR-T a diversl time points e con diversi gradi di risposta
alle terapia sui quali abbiamoindagatoi parametri hiologic sapra descrittl. Risultati in sintestAbblamo
dimostrato che le cellule CAR T post-trattamento suscitano una risposta acuta che coinvolge il sistema della
Immunita Inhata e a cui segue un processo di Fiscluzione durante i primo mese dopo linfushone. Per
comprendere quali fossero | mediatorl responsabiii della regelazione dellinflammazione mediata da ceflule
CAR T, abblamo utilizzate un approccic a singola cellula nel midollo osseo (BM) dei pazienti i con B-ALL
trattat! con cellule CAR-T. Abbiamo osservato una netta modulazione nella composizione BM  1mese dopo
l'infusione di cellule CAR-T, nonché un aumento significetive della frazione di cellule mieloidi & Natural
Kilier. Inoltre abbiamo osservato un arricchiments significative del profilo di espressione genica astaciate
glla risposta dellinterferone, al signalling di IL-6,lMipossia. Incltreabbiamo osservato che Il signalling WNT/B-
catenina era asseciata aespansione delie cellule soppressorie di derivazione mieloide {MDSC). In paralielo, il
signaliing di TGF-B ed | marcateri di esaurimento/senescenza cellulare sono stati osservati nelle cellule T
CD2+ sndogene ee nelle cellule CAR T infuse. Inoltre grazie s modelli di bicinformatica, abblame osservato
che i fattor] HIFle, TLRZ & TGFPRIl sono fondamentali nel dialogo tra le cellule CAR T e itz nicchia
Immunitarla,che portano alla conseguenzadl una generale soppressione immunitarla. In conclusione,
possiamo  ipotizzare che le cellule CAR T mediante ['attivazione misloide attiveno pothwoys
immunitaridideregolazione che possono in ultima istenza smorzare 'espansione delle cellule CAR T &
limitare gl effetti della terapia.Cuesti dati sono tuit'ora In corse di validazione su un numerao significative di
camplond primari di B-LLA. Essi hanno costituite || copro del progetto di dottorato DIMET della dottoressa
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Marianna Ponzo (discusso in aprile 2023} e costitulranne, irslemes alle validazioni i dati per una
pubblicazione su una rivista sclentifica entro la prima mets del 2024.

.05 tudio della malattia residua minima = monitoraggio iImmunofogico dei parienti trattati con cellule CAR T

Meil"ambito della nostra collaborazione con il consorzio europeo EUROFLOW (in coflaborarione cen
il Prof. Alberto Orfao, Salamanca) seno stati sviluppati pannelli di anticorpi spedfid per la caratterizzazione
immunologica e funzionale di tutte le popolazioni ceflularl misurabill durante il follow-up dei pazienti
trattati con cellule CAR-T, In gquesto contesto abblame intrapreso uno studio di monitoraggio Immunclogico
longitudinale del del pazienti trattati con cellule CARCIK-CD19 prima e dope la somministrazione. Abbiamo
studiato 27 pazientl con LLA-B recdivantefrefrattaria (rfr) dopo trapianto allogenico di midollo osseaq., |
campioni di sangue periferice o midollo osseo sono stati raccolti in diversi time-polnts dall'infusicne & sono
stati analizzat! per quantificare la malattia minima residua (MRD), la quantitd, la cinetica, |3 persistenza e
limmunefenotipo delle cellule CAR. Abbiame voluto velutare limpatto di diversi parametri immunologic
sugll endpoint clinicl [sopravviventa, risposta zlla terapial. Abbiamo inoltre studiate | ruclo del residus
tumorale prima dell'infusione. In questo studio abblamo dimostrate che il carico tumorale dopo la
linfodeplezione & astecisto alla sopravvivenza globale (O5) del pazierta, alla remissione completa al giorne
28 dall'infusione e allo stato di sopravwivenza a 6 mesi dopo l'infusione. | livelii di MRD zl giomao 28 sono
significativamente correlat] con la 05, dimostrando tale parametro ha un forte valore predittive. | nostrl
dati dimostrano anche che [a persistenza delle cellule CAR-T In momenti successivi rispetto al giorno 28 &
un fattore predittive rlevante per la durata della risposta alla terapia. Infine, Fimmuneofenctipodelle celluie
CAR-T CD&+ misurato al glorne 10-14 o al glorno 28 dallinfusione & associato a un livello pll basso dl MRD
indicanda che Il fenotipo citotossico & associato & una maggiore efficlenza in wivo. 1l monitoraggio
immunoiogico dopo l'infusione di cellule CAR-T & rilevante per una miglore comprensisne del meccanizmi
alla base delle azioni delle cellule CAR-T e per miglicrare I'uso clinico di tall prodottl medicinali di terapia
avanrata Questi dati sono ora agglomatl su una serie allargata di pazienti e con un follow-up plu’
prolungato. Questo progetto & candatto dalla dottoressa Chiara Buracchi.

4.0Caratterizzazione immunefenotipica defla JAMML per una migliore diognos!

Leucemia mielomonocitica giovaniie (JMML] & un tumore raro della prima infanzia con prognost severa,
Attualmente la caratterizzazione Immunofenotipica non & considerata informativa & non & inclusa nel work-
up dizgnostico della IMML In guesto studio shbiamo carstterizzato il compartimenta cellulare CD34+
utilizzande un approccio completamente  standardizzato  sviluppato  nellambito  del consorzio
Euroflow.Abbiamo identificate nel compartimento IMML CD34+ una signaiure fenotipica distintiva e
oonsistente, caratterizzata da un rapporto invertito di precursor linfoidi B precursor linfoidl CO7 + e dalla
presenza di una co-esprossioni aberranti in proporzioni significstivamente piu’ elevante rispetto  ai
pracursori normati. Questo laworo ha ga passato la validarone statistica, e potrebbe rappresentare un
rapido e nuove strumento immunofenotipico da considerare nel work-up diagnostico dells IMML, oltre ad
ura base per future investipazioni sulle natura della particslare slgnatiure fenotipica defle cellule CO34+ nel
soggatti con IMML anche in relazione alle specifiche lesioni geneticheudl lavoro sclentifico & alla seconda
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revisione presso la rivista Haematologhca, Questo progetto & stato condotto dalla dettoressa Cristina
Bugarin.

5.05viluppo di porneili di anticorpl stondardizzati e di sistemi analitici automatizzati per lo diagnosi ed il
monitoraggio della leucemio lnfoblastice acuta

51 tratta di progetti che i sviluppane attraverso |z nostra collaborazione con Il consarzio europeo Euroflow

nelambito specifico defle LLA-B e defle LLA-T (ved. Pubblicazion| del periodo 2022-2023). Questo progetto
& condotto dalla dettoressa Chiara Buracochi,

6.0Lo sepsibifitd in vitro defle T-ALL agli steroidi & influenzata dallintereuching-7 IL-7) ed & efficocemente
modulata dall'inibitore JAK/STAT,

La leucernia linfoblastica acuta a cellule T (T-ALL} & una neoplasia ematologica aggressiva che deriva dalla
trasformazions e dall'espansione donale di precursori delle cellule T, Il trattamento dinico prevede una
fage preliminare con Prednisone (PDN) ela risposta alla terapia stercidea rappresenta un fattore
prognostico rilevante le cui basi molecolari e cellulari sono ancora poco conosciute.Questo progetto @
focalizzate sul meccanismi di resistenza agll sterobdl che colivolgono le vie di ssgnale JAK/STAT e
PI3K/AKT/mTor attivate da IL-7.0tta campioni primari di T-ALL alla diagnosi, provenienti da patienti PON
GoodResponder [PGR] o PDN PeorResponder (PPR),sono stati trattatl con IL-7, PDN,Ruwclitinib (RUXO) e
NVE-BEZ 235 |BEZ), specifici per le vie JAK/STAT e PIZK/AKT/mTorll profilo proteomico e fosfoprotesmicoa
singola cellulz & stato valutato mediante cltometria a flusso, mentre la vitalith cellulare & stata valutata
mediante sagglo di tessicity in vitroIn presenza di IL-7 abblamo esservate un aumento della vitalithy delle
eeliuie T-ALL in coltura, assoclato all'attivazione di marcatori di proliferazione come K67 e delle vie di
IAK/STAT & PBK /AKT/mTor, inskerme a3 una generzle diminuzione della sensibility al PDN. In gueste
condizionl, la combinazione PDN + RUXD ha contribuite In modo significativo alla risposta al PON rispatte
alle condizion| con PDN da solo o con i singell Inibitori, Tale combinazione & risultata ancora pla efficace
della combinazione PDN+BEZ, indipendentamente dal fatto che | camploni provenissero da pazienti PPR o
PGR. inoltre, |a presenza di IL-7, attivando direttamente la via JAK/STAT, ha permesso di aumentare |a
frazione di cefiule proliferanti particolarments sensibili all'azione combinata di PDN e delfinibitore RUXQ.I
nastri dati, ulteriormente estesi, possono contribuire all'identificazione di nuovi approcd terapeuticl per |
pazienti affetti da T-AlLche ad oggl non rispondono adegustamente alla teraplasteroidea convenzionale.
Cuesto progetto & condotto dalls dottoressa Cristina Bugarin,

1.0Analisi del chimerismo in pazient! sottepesti a trapianto allegenico di cellule staminali ematopaietiche
mediante una nuova metodicg citoffuerimetrica basato su ANA

Come noto, "analisl del chimerismo totale, o su specifiche sottopopolazioni leucocitarie, ha un impatto
significative sulla prognosi dei pazienti sottoposti a trapianto di cellule staminali ematopoletiche (HSCT)ed &
fondamentaleper individuare e trattare precocemente un rigetto o una reddha di malattia, Lanatis| del
chimerismo mediante STR-PCR, metodica di riferimento, presanta limitazioni quali la sensibilita, le difficolta
tecniche del FACS-sorting e i costi elevatl. In questo contesto abbiama sperimentatouna nuova metadica
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per determinare Il chimersmo sfruttando l'ibridazione di specific trascritti di RNA che vengons
successivamente rlevati mediante citofluorimetria. Per poter distinguere le cellule del donatore & del
ricevente, abbiamo selezlonato cometarget KDMSD, una fisina-demetilasicodificata dal cromosoma ¥, Con
Guesto approccio & stato possibile discriminare le cellule maschili da queliefemminilianalizzanda il
chimerisme in panienti trapiantati con un mismateh di sesso donatore-ricevente.la metodica & stata
validata inizialmente su camplonl di soggetti sani.Successivamentzabbiamo analizzato campion! di sangue
periferico da pazienti trapiantati (n=10) per patologie non oncologiche e oncologiche {n=6 drepanocitos,
n=2 beta-talassemia, n=1 mucopolisaccaridosi tipo I, n=2 leucemia linfoblastica acuta) con chimerismo
tiste (range 0-70%, mediana 15% chimersme del ricevente). | risultati sono statl confrentati con i dati
ottenuti mediante STR-PCRdimaostrando una commelazione significativatra le due metodiche sk sul totale dei
teucociti sia su specifiche popolazioni. Asseciando al chimerisma specifici pannelli di anticorpi monoclonali
& stato anche possibile studiare 'immuncofenctips memaoria del linfocit! T & del linfociti B, | dat ottenuti
mediante citofluorimetria sono stati anche validati mediante digital droplet PCR che ha consentito di
corfermare i livelli di espressione di KDM5D.Inoltre, abbiamo effettuato analisi di malattia residisa minima
in un singolo caso ottenendo un risulteto comperabile alla O-PCR. In conchusiorm, | nostri risultati
dimostranc che & possibile sfruttare lbridazione del'RNA per eseguire Fanalisi del chimerismo post-HSCT
mediante ctofluorimetria. Cuesto approccio fomisce risultati paragonabili alla STR-PCR, ma offie |l
vantaggiod| un'analisi popolazione-specifica delie cellule immunitarie, senza necessita di FACS-sorting e con
costi ridotti. Il nostro approcciorappresenta un'innovazionenello studio del chimerisme post-HSCT e pud
fornire nuove rilevant! informazion riguardo Fimmunoricostituzione,

8.05tudle dell'immunoricostituzione dopo tropianto allogenico di cellule stominali ematopoietiche per
teucemia linfoblostica acuta

Limmunoricostituziene ha un impatte prognostico fondamentale per | pazienti sottoposti a HSCT, in
particolare per patologie oncologiche. Utilizzando metodiche citoflusrimetriche altamente standardizzabili
€ sensibili, sviluppate all'inteme del consorzio EuroFlow, di cui il nostro Centro & parte, abblama studiato
Firmmunoricostituzione in 22 pazienti sotteposti 3 HSCT per leucemia finfoblastica acuta (LLA) presse il
nostro Centro. La piattaforma utilizzata consente di valutare nel dettaglio | subsets linfocitard, in particolare
per quanto riguarda i linfociti T e B, Partendo dal datl ottenuti, stiamo attualmente caratterizzando una
sottopopolazione di linfociti T CD4+ che ha mostrato una correlazione con la sviluppe di groft versus host
disease [GvHD) acuta. Tale popolazione, individuata come CD183+CD194+CD196-CCR10- & presente In
misurasignificativamente maggiore nei pazienti traplantati rispetto ai controlli sani, ed & attualmente non
caratterizzata né dal punte di vista fenatipico né funrionale. In parallelo, in collaborazione con altri centri
EuroFlow, stiama validands un pannelio anticorpale innovative che consentira di sviluppare uno studio
multicentrico per fimmunoricostituzione post-HSCT nei pazienti pediatrici.

S.0Valutazione della funrionalitt timico dopo trapianto allpgenico i cellule staminali ematopoietiche per
feucemia linfoblastico ocuta e dell’impatto dei formeas! utilizzoti
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in parallelo alle studio dei linfociti T & B maturl, stiama valutanda la funziene del time dopo trapianto nai
pazientl con LLA. | pazienti con LLA riceveno un regime di condizionamento basato su lrradiazione total
bedy [TBI} e chemioterapia (Etopaside). Tzle regime danneggia significativamente la funzionalits del tima.
In parallelo, | pazient] che ricevono un trapianto da donatore allogenico non familiare (MUD) ricevono come
profilassi della GuHD le timeglobuline, che olire a danneggiare Il time hanne come bersaglio anche |
progenitori linfoidi. Stlamo pertanto valutando nella nostra coorte di pazlenti la ricostituzione dei recent
thymic emigrants (RTE). 5i tratta di una sottepopolazione di linfociti CD4 naive che emergone dal timo e
hanno limitato potenriale proliferativo. Pertanto gli RTE costituiscono una mizsursa diretta dell'attivits del
timo. Dai datl preliminar ottenuti nei nostri pazientl [n=32, 1-47 mesi post-HSCT), si pub osservare come le
AlG abbiano un impatto significative sulla ricostituzione degli RTE nel priml mesi. Dati presenti in
letteratura mettono gl RTE in relazione con lo sviluppo di GeHD. Attualmente stiamo valutando come gli
RTE presenti nei primi mesi post-HSCT possano impattare sulla GvHD e stisme cercande di valutare se |a
selezione timica avwenga o meno corretiamente in seguito a TRL

I progett] dal 7 a9 sono condotti dalla dottoressa Silvia Nucera con il supporto del dottor Marco Sindoni,

L'Unita diretto do! Dr.G. Galpa & costiluite doila Dr.ssa Burocchi ., Biologa, PhD — Assistente di Ricerca,
Dr.ssa Bugarin C. Biologa, Assistente ol Ricerca; Dr.sso Giusi Melita G.,,Bigtecnologa, Assistente di Ricerca,
Dr.ssa Ponzo M. Blologo, PhD ricercatrice post-doc, Dr. Morett A, Medico PhD student; Dr. Sindani M.,
biotecnologe, borsista Assistente di Ricerca; Dottoresso Londoni B, bictecniologa, borsista Assistents df
ficerco. Inoltre ¢ ancorg ottiva une collabergziens con la Dr.ssa Chiora Froncesca Magnani, assistant
professor pressa il Children Hospital di Zurige [CH).

Fubblicazioni scientifiche Unita Gaipa da gennaio 2022 a giugne 2023
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B. Irecettori chimerid (CAR T), ovvero le cellule come farmaci: quando Iingegneria genetica aiuta 1l

sisterna Immunitario a combattere le leucemie (Coordinatore dei progetti CART: Prof. Andrea
Biondi)

La ricerca sul CART rappresenta uno degli "asset™ plll Importanti delle ricerche della ET. Anche se il
primo annuncio dell'efflcacta dei CART nel trattamento di una bambina con LLA refrattaria a molteplic finee
di trattamento, risale al 2012 quando Prof, K.June Io ha comunicate, al Congresso dell ASH di Atalants {2 cui
ba fatto seguito la pubblicazione sul New Engl 1 Med nell'aprile del 2013}, Finvestimento sulle terapia
avanzate (celiulari e geniche) da parte dellz FT data molto prima. Tappa essenziale di tale sviluppo & stata la
realizzazione del Laboratorio di Terapia Cellulare e Genica {autorizzato dallf AIFA nel 2007) reslizzato dal
Comitate ML Verga & Comitato S.Verr, & Il cul personale & totalmente a carico della FT. Il primo successo dj
terapie avanzate cellulari & dovuto all'attivich di ricerca della Drsa D'Amico con lo sviluppo di un protocoli
di terapis cellulare per || trattamento della GVHD resistente ad cpni trattamento in collaborazione con i
Colleghi delfEmataologia dell'Ospedale Papa Glovanni 23 di Bergamo (Unita diretta dal Prof. A, Rambaldi}.
La storia dei CART al Centro Tettamanti inizia il ritomo del Dr.E.Biagi dopo un periodo intenso e proficuo
presso il Baylor College dif Houston, USA. Nel 2006 il Dr.EBiagi insieme ad altri ricercatori europei, di
ritorne dagli Stati Uniti, scrive un progetto accolte e finanziato dalla CF e con un titobs dawwero significative
per la storla futura: “Childhope”. Purtroppo tale progetto, pioniere in quegll anni, non vide alcuna
applicazione, almena in izlia per le problematiche di complessita autorizzativa del protocolio.

Da allora, sempre sotto la guids del Prof, E.Blagi fino al 2017 {quando ha lasciato il suo incarico
oresso lz Cinica Pediatrica e FT, per rivestire un ruale importante in una delle Aziende Farmaceutiche
leader nel campo dei CART), ha sviluppato a con il suo team | Dr.ssa Magnani C. e Dr.ssa Tettamanti 5)
numerosi CART che almeno nel modelli preclinic di diversi tipd di leucemia (LLA, Leucemia Mielolde Acuta &
Leucemia Linfatica Cronica) hanno dimostrato una straordinaria efficacia e che hanno rappresentato le basi
per lo sviluppo ed i successo negll annl Successi.

Mel 2013, anno in cui ci siamo propostl di portare in sperimentazione clinica un prodotto
Interamente sviluppato dalla FTICARCIKCDL) di cui & stato depositato un brevetto e attuaimente attive,
Iniziz |2 collaborazione con Formula, azienda Biotech ton sede in USA, con la gusle mediante un
ResearchSponsored Agreement (RSA) ottenwmo i finanziamenti per lo sviluppo chnico del prodotto
LARCIKCD13. [ prodotio era originale per diversi aspetti rispetto a quello che successivaments (2018) ha
ottenuto I'approvazione da parte di EMA ed FDA. Ma & stata certamente la conferma dei risultati dallo
studio di Fase 14 avvenuta in queste settimane (Ottobre, 2020) che 5i & avuta conferma di tale originalita,

Mel 2019 sl & realizzato il merging tra Formula e Colmmune [USA), azienda Blotech con una
notevole esperienza dl ricerca, produzione & sviluppo nel campo delle terapie innovative cellulari e geniche
in oncologia, con cui @ iniziata una Importante collaborazione sclentifica di RED con la FT.

Attualmente sone diversi i progetti che prevedono ricerca e sviluppa (preclinico e clinica) nelle
diverse Unita di Ricerca della FT, in particolare quelle della Dr.sa Serafini {im cui si & collocata come project
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leader la Dr.ssa Tettamanti 5.) e del Dr. Galpa G. Ma anche nell’Unita della Dr.ssa 6.0 Amico, una nuova
recentlssima linea di ricerca prevede proprio Futilizzo del CARCIKCD19 & molecole che interferiscone con
target del microambiente midollare.Al fine di rendere pill integrato lo sforzo delle diverse Unita di Ricerca,
il Prof. Biondi si & assunto [ncarico di un coordinamento dei diversi progetti sul CART, che consente altresi
di sviluppare al meglio il apporto di RED con Colmmime.

8. Strategie terapeutiche con ceflule CAR-CIK per colpire le cellule staminall levcemiche locallzzate
nella nicchia midollare della leucemia mieloide acuta [Dr.ssa M.Serafini)

9.1 Sviluppo e validazione preclinica di un CAR diretto contro il C1X33 per if trottomento defla [MA resistents
(CARCIKCD33)

Lo studio delle Dr.sseRotiroti M.C. e Tettamantl 5. ha portato alla finalizrazione di dati pre-clinici
sull'efficacia di CARCIKCD33, un nuoveo prodotto interamente sviluppato dalla FT. | dati ottenuti 2 di recente
pubblicazione costituizcono il background necessario per ki preparazione dellInvestigationalMedical
Froduct Dossier (IMPD) che deve accompagnare la proposta di studio clinico alfAlFA per proceders alla sua
sperimentazione,

9.2 Sviluppo di un costrutto CAR “hi-specifico™ per erodicare le cellule stominali leucemiche presenti nel
rvidollo osseo del pazienti LMA

Mel tradurre la terapia con celiule CAR-CIK nel contesto della LMA, un importante problema &
rappresentato dalla mancanza di un antigene bersaglio appropriato, che siz espresso selettivamente solo
sulle callule LMA. Gli antigeni CD33 & CD123, anche & non sono espressi esclusivamanta su cellule LMA,
sono tra | pit validatl. CD123, noto anche come recetiore alfa dell'L3, & CD33 sono stati trovati co-espressi
fino al 70% dei pazientl con LMA e sovra-espressi sulle cellule staminzli leucemiche, che sono cellule

resistenti alla chemioterapia e che sembrano maggiormente colnvolte nella recidiva della malattia.
Partanto, un approccio di successe per il trattamento della LMA dovrebbe focalizzarsl sulla eradicazione

selettiva delle ceilule staminall lsucemiche. Il nostro gruppo ha sviluppato cellule CAR-CIK reindirizzate al
singoli antigeni CD123 e CD33 mostrando una potente & specifica attivitd anti-leucemica in vitro e in vivo
contro linee cellulari & blastl primari di LMA. Al fine di migliorare la seletthvith verzss le eellule staminali
leucemiche e, allo stesso tempo, ridurre la tossicithy, la Dr Tettamantiha sviluppato cellule CAR *bi-
specifiche”, che vadano a colpire con efficacia le cellule staminali leucemiche che co-esprimono gh antigeni
CD123 e CD33, ma evitando 'effetto tossico, definito “off-target”™, su tessuti normali, come celiule staminali
ematopoietiche e cellule endoteliali sene, | dati prodotti sono stati descrittiin un lavoro che & stato
pubblicato sulla rivista scientifica Biood Advances.

Sempre nelia ricerca di un antigene bersaglio ideale per I'AML, |a proteina TIM-3 & emersa come un
nuowvo attraente bersaglio selettivo delle celiule staminall levcemiche (LSC) promuovendone Ia
sapravvivenza, Inoftre, essendo un inibitore di check-pointimmunitario, & stato scoperto che promueove
l'esaurimento delle cellule T e l'espansione delle cellule soppressorie di derivazione mieloide e la
differenziazione nei macrofagi associati al tumaore. Queste carattenstiche sugperiscono che ¢ potrebbe
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ottenere un duplice effetto bersagliando la proteina TIM-2: si colpirebbars, infatti, ke LSC &, alle stesso
tempo, 5i modulerebbe il microamblente tumorale immunosoppressivo. Considerando queste premesss,
abbiamao disegnato cellule CAR "bi-specifiche”, accoppiando il CD33.CAR 3 un CCR. che riconosce TIM-3, La
specifica attivita antileucemica di questo CAR € stata verificatain vitro ed attuaimente si sta procedendo
alla messa a punto di un modello in vive che permetta Ia valutazione della sus efficacia in vive.

8.3 Sviluppo di cellule CAR-CIK, ingegnerizzate per co-esprimere CXCR4 e CDF3.CAR, con oumentata copacita
dil rigrazione e gitivitd antilevcemicg mella LA

Nuovi studl hanno identificato una serie di fattori, coinvolti nellinterazione tra la riechia e le callule
leucemiche, che potrebbere essere bersaglistl o sfruttati a nostro vantaggio per lo swiluppo di nsowi
approccl terapeuticl. Tra questi, 'asse chemochinico CXCL12-CXCRY sembra essere di particolare interesse
nella LMA, Il nostro gruppo di ricerca ha formulato Fidea di sfruttare Fasse chemachinico CXCL12-CXCR4
per migliorare le capacita migratorie delle cellule CAR all'interno del midollo e faverire Peradicazions della
leucemila. Nello specifico, abblamo disegnato un costrutto bidstronico composio sia da un CAR diretio
contro ka molecola CO33, un antigene espresso dalla maggior parte dei blasti LMA, sia dal recetbore CXCRA,
In sostanza, abblamo dimostratoche mimanda lo stesso meccanismo adoperzto dal blastf, le collule CIK che
over-esprimons CHCR4, possano migliorare fa loro capacitd migratoria nel midolio osseo, rendendo cosi
anche pil efficace e mirata la loro azione anti-levcemnica. Abbiamo dimostrato che |a sonTaespressione nelle
cellule CD33.CAR-CIK del recettore CXCR4 favorisce un migliore controlloe dells leucemia e una
sopravvivenza prolungata del modello muring. La descrizione di questo studio, che permette di condudere
che armare le cellule CAR-T con un recettore chemochinico pud rappresentare una strategia promettents
per 'asmento del loro potenziale terapeutico, & stata pubblicata sulla rivista Blood.

Questo progetto & svoito in collaborazione con 1l Prof. Dotti G. (Univereity of North Carolina, LSA)

8.4 Sfruttamento dell'asse CXCLE-CXCR1/ per direzionare in manlera ancora pilr specifica le celfule
C023, CAR-CIK nella nicchiu del midollo osseo AL

Alla luce de risultati descritti al punto 9.3, abbiamo dediso di implementars klteriormentele strategls 2l
fine di massimizzare la capacith delle cellule CAR-T di raggiungere la nicchia della loucemia e persisters nel
microambiente midollare ostile, al fine di mediare risposte clinicamente rilevanti Vogliamea affrontare tals
problema valutando la possibilits di migliorare il traffico e la ritenzione delle cellule CO33.CAR-T nella
nicchia leucemica attraverso l'espressione forzata dei recettori per chemochine CXCR1 e CYCR2, (| eu
Hgando CXCLE & fortemente esprassoallinterno del microambiente tumorale ed & associaty a molteplici
rucli pro-tumerigenici, compreso il reclutamento di cellule soppressorie di derivazlone mieloide, |a
progressione della malattia e la chemioresistenza.

9.5 Disegno di un costrutto CAR “Bi-specifico” per colpire in concomitonza un mearcatore della nicchia
mielaide maligna e un antigene tipico dei blast! LA
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I targeting delle cellule stromali mesenchimali all'interna del microambiente leucemico pud interfarire con
la lore capacitd di mantenere la sepravvivenza delle LSC. L'antigene CD146 (MCAM, Melanoma Cell
AdhesioniMolecule) & espresso da una sottopopolazione di cellule stromall umane derivate dal midolla
os520 che hanno un ruclo attivo nell‘organizzazione della nicchia stamirale ematopoietica e sono implicate
nefla sopravvivenza e crescita dl esllule tumorali allinterno di un medelle in vive di nicchia umanizzata
ricreata in viva. Preprio I'interazione tra LSC e stroma sembra contribuire alla limitata efficacia osservata
nelle prime applicazioni diniche dellimmuncterapia con cellule CAR-T, Quindi, lo sviluppe di next
generation CAR-T che bersaglino contemporaneamente le 1SCs & la nlechia stromale potrebbe
rappresantare una strategla terapeutica innovativa e di maggior efficacia. Come prova di concelto, abbiamo
disegnato un nuovo prototipo di Tandem CAR con una specificita diretta contra le cellule leucemiche
Ialtra contro le MSC, prendendo di mira simultaneamente le cellule leucemiche e stromali. | risultat]
ottenuti confermano la poscibilith di predurre un Tandem CAR quale modelio di next ganerstion CARs che
possa potenziare Fattivitd antileucemica delle cellule CAR-T colpende al contempo component] stromali
immunosoppressive della nicchia midollare,

Cluesto studio & stato recentemente pubblicato culla rivista Frontiers in immunalegy.

5.6 Produzione of CARCIK do sangue del cordone con Mobiettive of oltenere ung terapio CAR-T gid pronto
all'uso (definita anche “off the shelf”]

La terapia con cellule CAR-T sta mostrando significativi risultati di efficacia clinica nel pazient! con
leucemia acuta a cellule B (B-LLA), che recidivano o che sono resistenti ad un precedente trattamento.
Tuttavia, 1a produzione di cellule CAR-T da cellule mononucleate che originano del sangue periferico
{PBMC) del paziente, hanno abcune limitazioni, tra le quali le tempistiche di produzione che non consentono
di trattare il paziente eon leucemia in recidiva, prima di 6/8 settimane, ponendo ll dinico nells complessa
situazione di dover gestire un pazienle ad elevato rischio con terapie di salvataggio, nellatiesa di poter
effettuare l'infusione di CAR-T. la rapida disponibilita di CB, Il rischio minore segnalato di GVHD
(nonostante disparita HLA riceventi/donators) afferta dalla forte CB rispetto alla forte di PEMC & la
possibilita di ottenere un elevato numere di cellule CIK effettrici anche a partire da materiale CB,
rappresentano caratteristiche significative che possono aprire la strada all'impiege di celiule CAR-CIX
derivate da CB, allinterno di una piattaforma non virale, che semplifica ulterlormente il processo
produttivo e ne riduce i costi.

10, Come |2 leucemia mieloide acuta modelia |a nicchia stromale midollare {Dr.ssa M.Serafini)

Recenti studi suggeriscono che la leucemia mieloide acuta (LMA) possa trasformare la nicchia midollare in
un micrcambiente permissiva per la leucemia o sfavorevole per [a normale emopoies), Linflusnzs delis
LMA sul differenziaments delle cellule osteogeniche e sull'architettura del tessuto osseo & stata gia
documentata in modelll murini. Tuttavia si sa poco sulle modifiche Indotte dalla LMA sulle cellule staminali
mesenchimali umane derivate dal midollo osseo di pazienti affetti da questa patologia, Con || fine di capire
guesto meccanisme, || nostro gruppo hia studiate kb presenza di alterazioni intrinseche nel potenziale
differenziativo delle cellule staminall mesenchirmali di pazienti con LMA utilizzando due sistemi in vive
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specifici per valutame il potenziale osteogenico e la capacith di penerare una nicchia stromale completa. |
progenitor stromali midollari di pazienti pediatrici con LMA, mostrane un profilodi differenziamento
intrinsecamente anomalo anche quando vengono rimossi dalla loro nicchia patologica. Tutte gueste
alterazion! possong contribulre all'inibizione della crescita delle normali cellule staminali ematopoietiche
favorendo, invece, la sopravvivenza e l'espansione celettiva del blasti. Conseguenternents, stiamo
investigando Il possibile coimvolgimento del Notchsignalling in take alterazione, dimostrando come il
contatto diretto con linee cellulari o blasti di LMA, causa 'aumento di espressione nelle M5Cs della Tissue
Mon-specifichlkalinePhosphatase (TNAP), marcatore dell'osteogenesi precoce, @ la riduzione di espressione
di osteccalcina [BGLAP) ¢ osteopontina [SPP1), marcatori dell'ostecgenesi tardiva. Nel complesso, | nostri
risultati sembrano suggerire che il Notchsignalling venga attivato dalle cellule di LMA nelle celiule
mesenchimall stromall, inducendo dapprima Fostecpenesi precoce, ma a causa di un'znomala e costante
over-attivazione, portando poi al blocco della completa maturazione ad osteoblasti. Abblamo, infine,
indagato lo stato di attivazione del pathway di Notch nelle MSCs isolate da pazienti affettl da LMA, con la
scopo dl verificarne Pinfluenza sull’'osteogenesi. | dati ottenuti indicano che i blasti LMA possono indurre
nelle cellule stromall un’alierazione nelle prime fasl dell’osteagenes, parrialmants mediata dallattivazions
del Notchsignalling, in grado di favorire la generagione di una nicchia pro-leucemica. Questi risultati sono
stati descritth In un manoscritto che verrd sottomesso nei prossimi mesi (abstract gia accettato) alla rivista
Frontiers in Immunology.

11. Individuazione di nuovi assi chemochinici preferenzialmente aspressi nella leucemia misloide acuta
(Dr.s5a M.Serafini)

[ microambiente del midollo asseo swolge un ruplo fondamentale nefio sviluppo, nella progressione & nella
ricaduta della LMA. E armal noto che [interazione leucemia/microambients contribuisce alla resistenza alla
chemioterapla e alla ricaduta della malattia. Le ceflule stromali mesenchimali presenti nel microambients
sono  caratterizzate dalla capacita di modulare le loro proprietd immunofenoctipiche, secretorie,
metaboliche & migratorie 3 seconda delle condizionl del microambiente. Questo studio mira ad essgulre
una caratterizzarione approfondita del microambiente patologico al fine di dentificarne nuovl assi
chemochinicl caratteristicl. In particolare, Pespressione di antigeni/fattori solubili pud essere sfruttata per
dirigere preferenzialmente |a terapia con celiule CAR-T al midolle asseo & aumentare |a loro persistenza
locale, migllorando la potenza di queste cellule nelleliminezione delle celiule staminali leucemiche. Ad
esempho, il fraffleo mediato da chemochine pud essere sfruttato per migliorare 'attivita dei infociti CAR-T.

Le chemochine e loro recettori sono, infatti, cruciali per la migrazione e I'homing del linfocit] e svolgono un
ruako critice nelinterazione tra blasto e cellule stromall alFinterno della plechis,

Questo progetto & svolto in collaborazione con la Prof.ssa Quintarelii C (OPBG, Rorna).

12, Studio del processo di ossificazione @ di un approccio di terapia genica neonatale nella
mucopolisaccaridosi di tipo | (Dr.ssas M. Serafini)
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La mucopolissacaridos di tipo | (MPS) & una malattia genetica rara causata dalla carenza dell’enzima alfe-
Lidurenidasi, che porta ad un accumulo progressive di glicosamminoglicani (GaGs) in futtl gli organi e
tessuti. | pazienti affett presentano manifestazioni cliniche multisistemiche di gravita varlabile, tra cui un
fenotipo scheletrico complesse denominato disostosi multipla, che & una delle esprestloni cliniche piir
invalidanti @ meno curabili dedla malatels,

| meccanisml patogenetic cellulari & molecolari akla base della disostosl multipla sono ancora poco
conpsciuti.Da studi condotti in modelll animali sembra che divers fattor contribuiscano alle malformazioni
dello scheletro tra cui un'atterazione nell'ossificazione della cartilagine. Per verificare se questo processo
possa essere alterato anche nel pazlenti, abbiamo Isolato dal loro midollo ossea cellule stromall
mesenchimali. Queste cellule sono state differenziate in vitro in cartilagine immatura & Ipertrefica o
utilizzate in una raffinata modellistica in vivo che permette di riprodurre in manizra fisiolegles |l processo di
ossificazione endocondrale. Attraverso analisl Immune-istologiche e biochimiche abbiamo potuto elucidars
quali anomelle vi slanv a livelto dei processi di condrogenesi e ossificazione. L'analisi molecolare, effettuata
mediante Lecniche di trascrittomica (RNA seq), ¢ ha permesso di ampliare le conoscenze dei diversi
meccanismi coimvolti nella disostosi muitipla caratteristica di questi pazienti edi Identificare nuovi bersagli
terspeutici per il trattaments dei pazienti MPSIH.Inoltre, [alterazione di pathway coinvolt
nell'organizzazione della matrice ceflulare & metabolismo del GAG, cenferma che il nostro modella
riproduce fedelmente alcuni aspetti gid notl della patologia. In generale, guests studla dirmostrs che il
sisterna basato su erganoidi potrebbe essere uno strumento molio vallde per comprendere imeccanismi
che sono alla base del fenatipo schelatrico della MPS- & per sviluppare nuovispprocci terapeuticl. Questi
risultat| sone stati descritt in un menoscritta in via di sottomissione.

Nonostante I'efficacia del trapianto d callule staminali ematopoietiche (HSCT) & della terapia enzimatica
sostitutiva {ERT) nella correzione delle manifestazions cliniche legate agli organi viscerall, un significative
miglioramento del difett] muscoloscheletrid e neurocognitivi rimane ancora una sfida in quanto impatta la
gualita della vita del pazienti. Il progetto, in fase di svolgimento in collaborazione con il team del Prof. Aluti
A (Tiget, Ospedzle San Raffaele), sl prefigge di testare I'efficacia terapeutica del trapianto di cellule
staminali ematopoletiche autologhe geneticamente madificate nel periodo neonatale. Utilizzande un
modelio animale della malettia, abbiameo dimostrato come I'utilizzo di un approccio di terapia genica, se
effettuato in un'epoca estremamente precoce, possa prevenirele manifestazioni cliniche negli organi
solitamente refrattari al trattamento corrente, Abblamo potuto apprezzare un ridotto aceumula viscerals di
GAGe, A livelle scheletrico il trattaments ha determinato un significative miglioramento a livelio
radiografico e istologico con evidenza di normalizzazione dei parametri morfometrici sia metafisar] che
corticall. Inoltre, Fefficacia terapeutica a livello del sistema nervose centrale & stata dimostrata dalla
diminuzione della naursinflammazione e delle anamalie metabaliche nouronali. Poiché attualments & sono
oprioni terapeutiche limitate per | pazient| con MPS-1, | nostr risultati potranno fornére un ulteriore passo
avanti nel trattamento di questa malattia rara.

Questo progetto & svolto in collaborazione con la Profssa Riminuccl M (Diportimento di Anatomia
Patologics, Poilclinice Umberte I, Universita” La Saplensa, Roma), con il Professor Tomatsu S{Hospital for
Children di Wilimington, DE, USA] e con il Prof. Aiuti A [Tiget, Ospedale San Raffaels, Milana).
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L* attivita di ricerca nell’ambito delle malattie lisosomiali @ risultata strategica per || riconosciments delle
attivita della Clinica Pediatrica in *“MetabERN", uno degll “Eurcpean Reference Network-ERN®, promosse da
EU per promuovere il network tra | Centri di Eccellenza in Europa sulle malattie rare.

L'unita operativa Cellufe Stamincli ¢ Immunoterapia é composta dalla dott.sso Marto Serafini {capo unité),
dott.ssa Alice Pievani (ricercatries), dottssa Sarah Tettamanti (ricercatrice), dott.ssa Marte Biondi (Post-
Doc), dott.ssa Somontha Donsante {Post-Doc), dott.ssa Chigra Tomasoni (studentessa di dottorate DIMET),

dott.ssa Corinne Arsuffi (studentesso di dottorate DIMET), dott.sso Corlotto Guezzetti (studentessa di
daottorato DIMET), dott.ssa Nario Pisani (bisloge).
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studio della nicchia delia leucemia linfoblastica acuta a precursorl B (BCP-ALL) (Dr.ssa G.D"Amico)

UUnitd della Drssa G. D'Amico  (Ricercatrice delia Fondazione Tettamanti] & focallzata
allidentificazione del segnali derivati dallo stroma che guidano Il mantenimento, 'evoluzione nonchéla
themiopratezione della leucemia, al fine di scoprire nuovl bersagli terapeutici.Un focus specifico & date ad
ActivinA, un modulatore chiave del mantenimento e dell'aggressivita della leucemia.

In particolare, il progetto dell'unitd comprende sei linee di ricerca:

A) Studiare i meccanismi di promozione della leucemia da parte di ActivinA, analizzandoll ruolo

potenziale di ActivinA sullza vescicolazione cellufaredi BCP-ALL.
I particolare abblamo scoperto che la linea lescermiczB97 sono In grado di produrre entrambe l= Dopo
stimolazione con ActA, le cellule 697 hanno presentato un sumento slgnificative della produgione di
esosomi @ micro-vesdicole. Inoltre, ActA ha anche modificato il contenuto dei miRNA delle VE. Fra guelli
modulati, il miR-491-5p & risultato aumentato da ActA di 3 volte nelle VE [p<0.0001), & di 1,5 volte a livello
intraceliulare. A proposito del suo ruolo, dati di letteratura lo correlano alla chermio-resistenza in divarsi
turmnor. Per indagare I'azione chemio-protettiva nella LLA-B, abbiama svoite esperimenti in cul cellule 537,
pre-stimolate & no con Acth, sono state tratiate con Asparaginasi, un chemlaterapico utilizzato per ||
trattamento di pazient! LLA-B pediatrici. Sorprendeniemente, ActA & stata n grado di aumentare 1a vitalita
delle cellule 637 trattate con ASNasi rispetto alle cellule cortrollo. Inoltre, bz combinarione ActA+ASNasi &
risultata superiore rispetto al singoli stimoli nell’ aumentare miR-431-5p nelle cellule 697 (FC=2.5, p=0.0078
nspetto controlio, n=B). Per confermare il colnvolgimento del miR-491-5p nella chemio-resistenza, ne
abbiame modulate I'espressione tramite trasfezione di un Inibitore specifico, attenends una riduzione del
40% dell'azione antl-apoptotica di ActA. Tramite il database miRk-Systern abbiamo predetta il
coinvoigimento di miR-491-5p nelfapopto:) mediata da p53. Per investigare i potenziall target di miR-491-
Sp, attraverss dati di espressione genica su cellule 697, abbiamo dimostrata che ActA riduce del 30%
Fespressione di TPS3-AIP1 (p=0.001), una molecola pro-apoptotica del pathway di p53. In accordo, i
database mif-Walk suggerisce TP53-AIP1 come target diretto di miR-491-5p. Lz modulazions TPS3-AIP1 da
parte di miR-491-5p & stata confermata sperimentalmente: inibizione di miR-491-5p & in grado di
aumentare di 5,8 volte 'espressione di TP53-AIP1, mentre |2 trasfezione di un mimic {miR-491-5p sintetica)
di diminuirne i livelli del 20%, |n conclusione, abblamo dimostrato che ActA aumenta la produziore dl
vescicole ricche di miR-491-5p, un mediatore cruciale per svolgere la suz arione chemio-pratettiva, Studi
futuri saranno necessari per investigare se la chemio-resictenza posss essere trasferita anche 3 distanza
grazie alle VE. Attualmente stiamo analizzando | cargs 4i mRANA(in Collaborazione con la Dott.ssa Bresolin,
Padova)

Blindagare i cambiamenti metabalici all'interno della nicchia leucemica ed in presenza di ActivivA.

| meccanismi alla base della protezione metabolica delle cellule leucemiche da parte defle cellule
mesenchimali stromall (MSC) vengono analizzmati mediante identificarione delle vie metaboliche
prolevcemiche, mediante un approccio metabalomico e di caratterizzazione degli effetti di ActivinA sul
metabolismo delle MSC e delle celiule leucemiche. In particolare (in collaborazinne con il Prof. O. Bussalati
JIniversita di Parma), abbiamo dimostrate che Le MSC del midolle osseo stimolate con e ecellule
leucemiche 5| ‘convertona’ al fine di secernere I'asparagina {Asn), aumentare I'espressione deltrasportatore
di membrana di tale amincacido {SNATS) e di un’enzima (ghutamina sintaslffornendoe un microamblents
stromale favorevole per la sopravvivenza delle celiule leucemiche trattate con asparginasiStudl futuri
saranno necessari per bloccare questa via di protezione, mediante inibitori specificl.

C} Studio della matrice extracellulare nella nicchia leucemica
Pochi studi mostrano nei tumori solidi come |a matrice extracellulare posss supportare ks crescita tumarals.,
Lo scopo del nostro studio & quello di caratterizzare la matrice sxtracellulzre nella niechia lewcemica. In
particolare analirzzeremo la matrliee prodotts dalle MSC leucemiche, dalle MEC stimolate con Activing e
dalle MSC co-coltivate in vitrocon i blast] leucemici sia a livello proteics | in Collaborazione con il DotL.
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Martano, Istitute Humanitas) che della sua rigiditd [Prof. Mantegarza Universitd Milane Bicocca) e
confermeremo guanto osservate su biopsie osses di pazienti leuce mici

DjCombinare le terapie anti-antilevcemiche con | targeting del microambiente, utilizsando un
farmacoe “trappola™ di Activing.

A tale scopo abbdamo innanzitutto ceato un modello di Bucemiz umana in o2l Immunodeficient,
usando i3 linea celiulare NALM-E. In take modalio,i livell di Attivinad nel sangue sono risultati direttamente
correfati conla percentuale di cellule leocemiche infiltranti il midollo. La somministrazione di una trappola
molecolare per Attivinafe stata in grado di prolungare significativamente b sopravvivenza dai topi
ieucemic, riducendain maniera drastical’infiltrato leucemice nel midollo ed in organi extramidollari quali la
milzz, dove Iz malattiaé stata quasi completamenteeradicata del 90%.Inokire, abblamo osservato cheil
blocco di AttivinaA era in grado di aumentare significativamente Fefficacia del desametasone, un
chemioterapico impiegato nel trattamento di prima knea della LLA-B pediatrica. L= combinazione del
bloccante di Attivinad e desametasone ha infatti prodotto un notevole projungamento della sopravivenza
dei topi lEucemicl, aumentatada 23 giomi del gruppo controlle 2 37 giomi. Inoktre,! due farmacl hanno
mostrato un effetto sinergico nel ridurra Finfiltrato leucamice a lvelle di meningi @ midollo. Infine, in studi
in vitroabbiame dimostrato che,oltre si'aumento della migrazione precedentemente osservato, Attivinadé
n gradedi esarcitare un effetto antlapoptotico su akeuni sottogruppi di LLA-B, modulando Fespressione di
BCL-2, BAX & BAK, & riducendo la produzione di specie reattive deil’ossigens in risposta al desametasone.

In conclusione, Il targeting dells nicchin midellare leucemica mediante || sequestro farmacologico di
Attivinad potrebbe essere una strategla prometiente per migliorare | taszi di cura dei pazienti pediatricl con
LL&-B, refrattari zlla chemioterapia tradizienale.

EjTargeting della componente macrofagica protumorale nella nlcchis lewscemica @ suo bersaghio
maediante la generazione di recettor chimericl (CAR) (E. Dander)

La BCP-ALL riprogramera lo stroma del midoBo asseo circostante (EM) per creare nicchie di supporto
alla leucemia. Per chiarire i contributo delie cellele immunitzrie al microambiente leucemnico, abblamo
studiato il coinvolgimento dei compartimenti dei monocitl e del macrofagi nells patologia dells BCP-
AlLL.Abbiamo dimostrato che i macrofagi presentl n2fla nicchia leucemica presentano prevalentements i
marcatori dei macrofagi M2 pro-tumorall, CD163 e CD206{in coliaborazione con il gruppo del Prof.
Mantovani-Humanitas University, Milano). Partendo da tali dati stiamo generando recettori chimerici per
armare b ceflule CIK: e CARCIK-CD19colpirannoquindidirattamente la callula eusemica &, con un sacondo
CARIl macrofagn pro-tumorals che non sard pil in grade di “proteggere” le ceBule bsucemiche che
rimarranno eventualmente presenti,

FlStudio dell’effetto della leucemis sul microambiente del SNC utilizzando un modello ex vivo di
fettine cerebrali corticall organctipiche.
La lewcemiz linfoblastica acuta (LLA) & la forma pil comune di peoplasis Infantile, in circa [ 40% delle
recidive, Il sistema nensoso centraie (SNC) & coinvolto, d2 solo o in combinazione con alir sil,
rappresentando quind! ancora un importante chinical need. Abbiamo messo a punts ua modello ex vivo per
studiare le intérazionl delle cellule di lepcemia con Il tessute cerebrale framite microiniezions dells
leucemiz nella fettna cerebrale prganotipica. I nostri dati indicano che il pretrattamenta con ActivinA
promuove una maggiore prolferazione di una linga cellulara (MALM-5] nelle fette cerebrali rispetto alle
celiule levcemiche non stimolate. Incltre leNALM-6 pretrattate con ActivinA inducone modificazion|
microgliahi, caratterizzate da wna diminuzione delias reattivita e un'induzione di fenotipo anti-nfiammatario,
favorendo I3 sopravvivenza e la profiferazione delle ceflule levcemiche, cosi come la riduzione di geni ad
attivita infiammatoria ed un aumento di genl Immuncsoppreésivi, pro-leuvemici. I nostro modello pus
giutare a rispondere a Impomanti domande sui cambiamenti cerebrall dopo Tinfiltrazione di cellule
leucemiche e potrebbe accelerare || processo dl sereening dei farmaci per | pazientl leucemicl con
cobwolgimento del SNC
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Caratterizzazions delle cellule staminali mesenchimali [MSClottenute dal pazientl con sindrome
Schwachman-Diamond (Dr.3sa G, D'Amica)

L'Unita di ricerca della Dr.ssa D°Amico ha da moli anni ha sviluppato un filone di ricerca sulla sindrome
di “Schwachman-Diamond” (505}, 5i tratta di una malattia rara ereditaria caratterizzata da insufficienza del
pancreat esocrine e da alterazion] ematologiche legate a disfunzione midoilare, caratterizzata
principalmente da una neutropenia costante o intermittente, mano frequentementea da una pastrinopenia
& un'anemis; pli raramerte sono presenti mislodisplasia e leucemia.

Tale attivita di ricerca & risubtata strategica per il riconoscimento delle attivith della Clinica Pediatrica in
“EuroBloodMet”, uno degli “European Reference Network-ERN", promosso da EU per favorive [ networktra
i Centri i Ecoellenza in Europa sulle malattie rare.

Le attivita di ricerca si sono focalizzate su tre progetti;

A} caratterlzzare il metabolismodelie SDS-MSC
E noto come un'angiogenesi patologics siz spesso accompagnats da alterazion] metabaoliche. Abbiamo
anzlizzato la fosforilazione ostidativa, in particolare le vie del compless! UV e [-HIHV.Osserviame che le
SD5-MEC consumano (I 60% in meéno dell'ossigeno ¢ sintetizzano i B0% In meno di ATPrispetto alle HD-
MEC. Tale difetto mitocondriale & dovuto i particolare ad une riduzions del6l% defattivits dal
complessoly . Inoltre, il rapporte ATP/AMP intraceliulare ésignificativamente inferiore neghi SDS rispetio
agli HD e comela ad un aumento delf'attivith della lattato deidrogenasi{LDH). Infine, abbiamo anche
dimostrato che la quantith di ROS nelle SD5-MSC & superiore del Z7%rispetto agh HD & che il livebio di

perossidazione lipidica & E dopplo rispetto ai contralil,

B} studio dell’effetto di antiossidanti (DMSO e NAC)sul metabolismodelle SD5-MSC.

Abbiamo stimolato le 5D5 MSC per 48h con 0.05% di dimentilsoifossido (DMS0), molecolz che =2
basseconcentrazion| agisce come antiossidante riducendo in particolare | lvell di perossidazione
lkpidics. Sorprendentemente, le SDS-MSC stimolate recuperano significativamente |a capacita di formare
strutturesimil-capilarl su Matrigel. In aggiunta, fa reversione angiogenica delle SD5-MSC & accompagnata
daun ripristino metabolico (n=6). Le SD5-MSC stimolate sumentano infatti il consumo di ossigeno e i
sintesidi ATP in entrambe le vie mitocondriali, olire che ripristinare Fattivity del complessalV. Inoftre, it
DMSOriporta # rapporta ATPFAMP e I"attivité dellz LDH al fivello del controlll & ridoce significativaments lo
stressostidativo delle SDS-MSC.AI fine di confermare che Peffetto del DMSO sia dovuto cpecificatamante
alle sue proprietd antiossidantiabbiamo trattato le SDS-MSC per 48k con M-acetilcisteina [MAC), noto
anticesidante. La SD5-MECripristinana i progrio difetto metabolice e recuperano Il potenziale angiogenico
in modo paragonabile altrattamento con il DMSO.In conclusione, sbbiamo guindl dimostrato come
Fakterato metabolismo potrebbe sssere afla base deldifetto anglogenico osservato nefle SD5-MSC. Inoltre,
Fuse di antiossidanti € in grado di ripristinare liqguadro metabolico e I'incapacith angiogenica deftle S05-MSC,
aprendo cost [2 strada a nuove strategie

L) Messaa punto di un modello murino per studiare Fangiogznesi in weo

Ca dati ottenuti dai collaboratosi di Rama (Prof. Reminucci, Universits la Sapienzal & emerso che le SD5
MSC non sana in grade di generare vasi funzionall quando implantati in un plug di matrigel in presenza di
cellule endotedali, rispetto alle M5C da donatori sani. Stiamo mettendo 2 punto gueste madello in topi N5SG
quia Monza per testare l'efficacia degli anthessidanti sulla capacita delle MSC SDS di formare vasi,

L'Unith della Dr.ssa D'Amice € costituita da unastaff sclentist (Erica Dander), da 1 Post-Doc (Alessandra

Falltil, 4 PhD Students(Clarissa Gervasoni, Eugenia Licari, Rita Starace, Alice Glussani), e da una studentessa
inBiotecnologie (Alice Giussznil,
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The chemerin/CMELR] axis regulates intestinal graft-versus-host disease.

Dander E, Vinci P, Vetrano 5, Recordeti C, Piszza B, Fazio G, Bardell D, Bugatti M, Sozio F, Plontini &,
Bonanomi 3, Bertols L, Tawistro E, Valsecchl MG, Calza 5 Vermi W, Biondi &, Del Prete &, Sozzani 5,
IAmico G.UCH Insight. 2023 Mar 5;8{3):2154440 doi; 10,117 2fjcl.insight. 158340,

Mesenchymal stromal celis cuftured in physiological conditions sustain citrate secretion with glutamate
anaplarosis.

Tauring G, Deshmukh R, Villar VH, Chiu M, Shaw B, Hedley A, Shokry E, Sumpton D, Dander E, D'Amlico G,
Bussolati O, Tardita 5.Mal Metab. 2022 Sep;63:101532. doi: 10.1016/j.molmet 2022 101532, Epub 2022 Jun
i

Mesenchymal Stromal Cefls [MSCs): An Ally of B-Celi Acute Lymphoblastic Leukemia {B-ALL) Cells in Dissase
Maintenance and Progression within the Bone Marrow Hematopoetic Niche,

Falati A, Di Marzo N, D'Amica G5, Dander E§.Cancers (Basel]. 2022 Jul 6:14{14):3303. doi
10,3380/ cancars 14143303 Goo-last name

Effect of Vagus Merve Stimulation on Bload inflammatory Markers in Children with Drug-Resistant Epilepsy:
A Pilot Study,

Baro ¥, Bonavina MV, Jaeitini F, I'Amico G, Trezza &, Denarc L, Grioni ©, Landi A.Children (Basel]. 2022 lul
29:9(B):1133. doi 10,3390/ children3081133.

Atthvita di Formazicne

Frosegue I"attivits di formazione di studentl del programmi di Dottorato delfUniversta di Milano-Bicocea
nelambito del “"Fhid Frogram in Transiztional Medicine” [DIMET).

| ricercatorl Senlor del Centro Ricerca Tettamant! partecipano attivamente, con attivitd di tutoring, 2
‘Programmg Virgilic', un innovativo percorso pre-laurez di formazioneg In ricerca biomedica per studenti di
medicina € chirurgia. Il programma mira a formare studenti di medicina interessatl ad approfendire ks loro
comprensione dei metodi di ricerca e del collagamento tra le scienze di base 2 la rierca nelle scienze
elinkche. Il Programima Virgilio & finanziato dalla Fondazione Carplo e vede partecipare in modo congiunto
University degli Studi di Milano-Bicocea, Universita degli Studi di Milano € HumanitasUniversity.

Da oltra 30 fa Clinlca Pediatrica ¢ s FT sono impegnate in programmi di supporte Tormative sia técnico che
scientifico per tecnici 2 ricercatorl provenienti da centri di onco-ematologia pediatrica di Paesi & risorse
limitate. Le iniziative di formazione iniziate nell’ambito delia MISPHO [Monza's International School of
PediatricHematalogyCnoology) hanno trovate nel 2019 il riconoscimento come Centro dipartimentale di
“Global PediatricMedecinge”, La cooperazione internazionale nellambits dells farmaziene riguarda
personaie proveniente da Paesi deff'America Latina ma snche dai passi dell'est Europa come Croazia e
Serbia. Pil tecentemente & stata fornita attivitd di supports formative a bislogi provenienti dal Parsguay &
dal Guatemala, nel contisto di un progetto di colisborazione Internazionale. La formazione avviens a
Monza dove il personale viene ospitato per periadi variabili, affiancato al nostrl tecnici & biclogi al fine di
farnire strumenti tecnici e culturali da importare nei laboratori di origine, al fine del mighoramento
continuo nelle cura della leucemia infantile, In particolare, |l lzboratorlo di Monza ha ospitaco in questi
ultimi anni personale in formazione nell'ambite dells cito-morfologia e dells crofluorimentria.
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KManza, 79/06/2023
L'Ovrgano Amministrativo,
Il Prasidenta Ljigi Roth

Il Direttare Scientifico Prof. Andrea Blondl
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