I ONDAZIONE TETTAMANTI

la cura delle leucemie ed emopatie infantil
Fone | wione M. Tettamanti - M. De Marchi ONLUS
i Ente morale con D.PR. 24/02/1987
Prelertura di Monza e Brianza n. 8/133/1

RELAZIONE DI GESTIONE SCIENTIFICA FONDAZIONE M. TETTAMANTI

FONDAZIONE M.TETTAMANTI M. DE MARCHI ONLUS
Sede legale in Monza, Via Gian Battista Pergolesi, 33

Codice fiscale n. 955875501583

Iscritta al Registro delle Persone giuridiche tenuto presso la Prefettura di Milano al nr. d'ordine 196/325/1 e attualmente iscritta al
Registro delle Persone giuridiche tenuto presso la Prefettura di Monza e della Brianza al nr. d'ordine 8 pagina 133 della parte analitica
volume |



Relazione di gestione scientifica
Fondazione M. Tettamanti

Unita di Ricerca ‘Genetica della leucemia’ (Dott. Giovanni Cazzaniga)

A. Progetti diricerca

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

Il progetto ha 'obiettivo di caratterizzare gli eventi patogenetici di specifici sottogruppi di LAL pediatrica,
associati ad un alto rischio di recidiva della malattia, al fine di trovare nuovi farmaci specifici per una terapia
mirata personalizzata.

(Finanziamento: nuovo grant PRIN a Cazzanigadal 2024)

Task 1.1. Pazienti con LAL associata a Sindrome di Down (Project Leader: Chiara Palmi)

| bambini con sindrome di Down (DS) hanno un aumentato rischio di sviluppare la leucemia linfoblastica
acuta (DS-LAL). La leucemia, in particolare la DS-LAL, & la loro terza causa di morte dopo le malattie
cardiache congenite e le infezioni respiratorie. Questa elevata mortalita &€ dovuta sia ad una alta tossicita
correlata alla chemioterapia che ad una resistenza intrinseca alla terapia. E’ percid impellente lo sviluppo di
strategie terapeutiche su misura.

E’ stato completato con successo lo studio per valutare l'incidenza e il valore prognostico delle
caratteristiche Ph-like e lkaros-plus in 134 bambini con DS-LAL trattati nei protocolli AIEOP-BFM in centri
italiani (AIEOP) e tedeschi (BFM) dal 2000 al 2011 (Palmi et al. Hemasphere 2023)

E’stato pubblicato il lavoro incentrato sull'applicazione di High Troughput Screening (collaborazione con
Prof. Borkhardt, Dusseldorf, Germania)per identificare composti potenzialmente efficaci per il trattamento
di pazienti pediatrici con BCP-ALL con prognosi sfavorevole, come i pazienti con sindrome di Down (DS) o
portatori di riarrangiamenti che coinvolgono i geni PAX5 o KMT2A/MLL. Lo studio sottolinea il vantaggio
dell'applicazione di HTS per il ricollocamento di farmaci in sottogruppi BCP-ALL resistenti alle terapie
convenzionali. (Oikonomou A, et al. BiochemPharmacol. 2023;217:115809)

E’ in seconda revisione un ulteriore lavoro in cui e stata esplorata la combinazione di piu farmaciquale
metodologia per ampliare le opportunita terapeutiche in malattie per le quali i trattamenti attuali non sono
completamente curativi. In particolare, ci siamo occupati della BCP-ALL pediatrica con riarrangiamento del
gene CRLF2, un sottotipo caratterizzato da scarso esito e arricchito nei bambini con sindrome di Down,
pazienti molto fragili con un'elevata suscettibilita alla tossicita correlata al trattamento. (Oikonomou A, et
al. Heliyon, in revision)

Task 1.2.Targeting specifico di aberrazioni nel contesto del profilo di espressione genica Ph-like(Project
Leader: Grazia Fazio)

Obiettivi: (i) identificare casi BCP-LALPh-like in pazienti trattati nei Protocolli di Studio dell'Associazione
Italiana di Ematologia e Oncologia Pediatrica (AIEOP); (ii) valutare la loro prognosi; e (iii) caratterizzare le
loro basi genetiche; iv) sperimentare la risposta a farmaci specifici.

1.2.1. Targetingdei riarrangiamenti del gene PAX5

Nel lavoro pubblicato di estesa caratterizzazione di 289 casi pediatrici di BCP-ALL arruolati
consecutivamente in Italia nei protocolli AIEOP-BFM ALL2000/R2006, il gene PAX5 é risultato alterato nel
54,4% dei casi Ph-like. Stiamo caratterizzando ulteriormente i casi PAX5t, per esplorare il loro possibile
trattamento farmacologico con farmaci gia approvati dalla FDA e noti per essere ligandidi LCK.

1.2.2. Targeting deiriarrangiamenti di JAK2 (PostDoc Manuel Quadri, borsa triennale AIRC PostDoc)
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In una coorte di pazienti pediatrici di LAL-B ad alto rischio, tramite NGS abbiamo identificato11 traslocazioni
di JAK2 con diversi partner, tra i quali PAX5 unico ricorrente. Scopo generale del progetto e quello di
valutare [l'efficacia della combinazione del trattamento TKI con agenti chemioterapici standard,che
potrebbe permettere di mantenere lI'efficacia riducendo l'intensita e la relativa tossicita della
chemioterapia. Abbiamo dimostrato I'efficacia in vitro di CHZ868, inibitore tirosin-chinasico di classe II, con
attivita sinergica con BIBF1120/Nintedanib, inibitore di LCK (attivata in fusioni di PAX5). CHZ868 ¢ efficace
anche in vivo; € un farmaco promettente per il trattamento delle fusioni di JAK2 nella LAL-B, che in
combinazione potrebbe ridurre la tossicita della chemioterapia convenzionale.

Grazie al periodo svolto presso il laboratorio di K.Davis a Stanford, stanno proseguendo gli esperimenti di
analisi single cell con CytOFF e del profilo metabolico cellulare associato a riarrangiamento di JAK2.

(Quadri et al. Manoscritto sottomesso per pubblicazione)

(finanziamento grantAIRC |G a Fazio dal 2024)

Task 1.3. Ruolo del gene MSI2 nella leucemia linfoblastica acuta infant con riarrangiamento del gene
MLL(Project Leader: Michela Bardini, PostDoc Luigia Valsecchi)

Scopo generale del progetto e studiare il ruolo di Musashi-2 (MSI2) in LAL infantMLLr, sottotipo di leucemia
ancora gravato da una prognosi molto sfavorevole.In una linea cellulare umana di LLA MLL-AF4+ in cui il
gene MSI2 é stato inattivato tramite CRISPR/CAS9 genome editing, abbiamo dimostrato che I'assenza di
MSI2 determina: uno svantaggio proliferativo delle cellule in vitro, una ridotta capacita leucemogenica in
vivo e una sensibilizzazione ai farmaci glucocorticoidi in vitro (Desametasone o Prednisolone). | pazienti LAL
infantMLLr sono tipicamente resistenti ai glucocorticoidi, percio il ruolo di MSI2 in questo contesto e di
particolare rilievo dal punto di vista clinico, gettando le basi per I'utilizzo di nuovi farmaci inibitori di MSI2
(es. Ro 08-2750) in combinazione con glucocorticoidi come nuova strategia terapeutica per il trattamento
dei pazienti infant.

(Valsecchi L. et al., manoscritto in sottomissione per pubblicazione)

(finanziamento grantFight Kids Cancer 2023 a Cazzaniga)

2. Caratterizzazione della fase pre-leucemicadella LAL del bambino (Project Leader Chiara Palmi)

(Finanziamento Grant AIRG IG a Cazzaniga 2024-2028)

Da molti anni ci occupiamo dello studio della LAL caratterizzata da traslocazione t(12;21), un’alterazione
genetica associata al gene di fusione TEL-AML1, che spesso colpisce il bambino prima della nascita, durante
il suo sviluppo nell’'utero materno e costituisce I'evento iniziale necessario, ma insufficiente, per la
manifestazione della leucemia. Per avere la comparsa clinica della malattia sono infatti necessarie ulteriori
mutazioni che possono insorgere nel bambino da pochi mesi fino anche a 15 anni dopo la nascita. Il periodo
di tempo tra la prima mutazione e quelle successive viene chiamato “fase pre-leucemica”.

Scopo complessivo del progetto & comprendere come il gene di fusione TEL-AML1 possa dare vantaggi
selettivi alla cellula che la predispongono all’insorgenza della leucemia.

Task 2.1. Meccanismi di supporto alla cellula pre-leucemica positiva per ETV6/RUNX1(E/R) nella nicchia del
midollo osseo (PostDocMaylaBertagna, borsa triennale AIRC PostDoc)

Le cellule pre-leucemiche E/R mostrano una maggiore suscettibilita alla trasformazione a seguito di ulteriori
insulti genetici, che innescano lo sviluppo di leucemia nell'1% dei casi E/R. Si ritiene che una risposta
immunitaria e infiammatoria disregolate ainfezioni comuni sia il principale attore nella trasformazione
maligna E/R+, che porta all'acquisizione di mutazioni secondarie. Tuttavia, gli eventi che precedono la
leucemia conclamata e che caratterizzano la fase latente pre-leucemica, non sono mai stati studiati.
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In collaborazione con la Prof.ssa Laura Russo (Dipartimento di Chimica Bioorganica, Unimib) stiamo
sviluppando un modello 3D (mediante 3D bioprinting) al fine di valutare il contributo di ciascuna
popolazione e della matrice extracellulare nel sostenere sopravvivenza delle cellule pre-leucemiche in
condizioni inflammatorie e normali.

Abbiamo acquisito un modello murino transgenico Scal-ETV6-RUNX1 (collaborazione con Isidro Sanchez
Garcia, Salamanca, ES), in cui insorge leucemia solo in seguito all'esposizione a patogeni comuni, pur con
scarsa penetranza, simile alla condizione umana. Ci stiamo concentrando sullo studio della comunicazione
tra cellule staminali e progenitrici ematopoietiche (HSPC) con il microambiente midollare in diverse
condizioni di infezione. Scopo dello studio e chiarire il ruolo del microambiente midollare e
dell'infiammazione nel promuovere la sopravvivenza e la progressione delle cellule pre-leucemiche E/R
verso la manifestazione clinica della malattia.

Task 2.2.Senescenza indotta da oncogene nella pre-leucemia ETV6/RUNX1 positiva: ruolo e possibile
targeting(PhDStudent Denise Acunzo)

L'espressione E/R nelle cellule pro-B (BaF3) causa il rallentamento della progressione del ciclo cellulare,
caratteristica del fenotipo di senescenza indotta da oncogene (OIS). Inoltre, le cellule pre-leucemiche E/R+
pro-B (BaF3) hanno una robusta attivazione della segnalazione di arresto del ciclo cellulare dipendente da
p53, mentre I'apoptosi dipendente da p53 é disattivata. La chemioterapia e inefficace contro le cellule pre-
leucemiche, che possono sopravvivere 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 candidati, che potrebbero istruire su come eradicarle dall'organismo
per prevenire lo sviluppo della leucemia e la sua ricaduta.

Il progetto si avvale di numerose collaborazioni nazionali e internazionali: Prof.ssa L. Russo, Dip. di Chimica
Bioorganica, Unimib) per studiare gli effetti delle cellule pre-leucemiche sul microambiente; Prof.ssa
D.Besozzi, Informatica, Unimib per lo sviluppo di un modello computazionale di pre-leucemia E/R+,
utilizzando metodologiafuzzylogicper prevedere il comportamento delle cellule pre-leucemiche dopo
perturbazione del sistema mediante l'introduzione di stimoli appropriati (es. danno al DNA); Dr. l.Sanchez-
Garcia, Salamanca, Spainper la validazione di in un modello murino pre-leucemico E/R+ in vivo (SCA1-E/R) e
la capacita del gene di fusione di indurre OIS.

(Grant AIRC-IG Giovanni Cazzaniga 2019-23, nuovo grant AIRC-1G 2024-28)

3. Predisposizione genetica a LAL pediatrica (Project LeaderG.Cazzaniga; collaborazione Laura Bettini,
Pediatra/PostDc)

(Finanziamento Grant AIRG IG a Cazzaniga 2024-2028)

E’ sempre pil evidente che alcune condizioni genetiche ben note predispongano allo sviluppo di LAL.
Inoltre, studi recenti hanno descritto pazienti con LAL non sindromica con una variante genetica in geni
associati ad alto rischio di sviluppare leucemia, quali PAX5, ETV6, IKZF1 e altri. Inoltre, studi di associazione
genomica (GWAS) hanno evidenziato varianti genetiche germinali in geni (ARID5B, CEBPE, GATA3)
costantemente associati ad un rischio ridotto di sviluppare leucemia.

Task 3.1. Identificazioni di varianti germinali predisponenti a LAL

Lo scopo complessivo del progetto e (i) individuare sindromi note associate a LAL, (ii) identificare nuove
condizioni predisponenti LAL.

A.Analisi retrospettiva di casi sindromici da cartelle cliniche AIEOP e prospettica di predisposizione a
leucemia nel protocollo AIEOP-BFM ALL2017.
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A protocollo chiuso, stiamo raccogliendo i dati del questionario per tutti i bambini italiani con LAL arruolati
al protocollo AIEOP-BFM ALL2017 (n=1415). Da queste risulta che 208 pazienti, il 14.7% dei pazienti
arruolati al protocollo, presenta almeno un criterio clinico meritevole di approfondimento nel sospetto di
una condizione predisponente i tumori. In particolare, 64/208 (30%) presenta anamnesi familiare positiva
per ricorrenza di tumori giovanili. In 146/208 (70%) si rileva almeno una comorbidita o una diagnosi
genetica nota. A tutti i pazienti e stata proposta una consulenza genetica. In accordo con i centri AIEOP e i
genetisti di riferimento, ci siamo resi disponibili all’esecuzione di approfondimenti genetici (pannello NGS
target, Whole ExomeSequencing, Whole Transcriptomeanalysis). Vari studi familiari sono in corso.

(Abstract per Congresso AIEOP 2024 e Congresso SIGU 2024)

B.Board panel multidisciplinare di esperti.

Abbiamo costituito un panel di esperti (Genetista di laboratorio, Genetista clinico, Ematologi Pediatri,
Tecnici di laboratorio) che discute le diverse richieste di analisi di casi con sospetto di alterazione
genetica/predisposizione, decide la conduzione del caso, con eventuale indicazione alla consulenza
genetica pre-test, la decisione sul test genetico da eseguire, la sua esecuzione, e la consulenza post-test. |
primi contesti identificati sono le leucemie, le immunodeficienzee rare malattie ematologiche (vedi
progetto 4).

C.Analisi di varianti genetiche in una coorte prospettica di pazienti LAL (PhDStudent Stefano Rebellato).
Abbiamo analizzato 200 casi consecutivi di pazienti all’esordio di LAL pediatrica ed arruolati al protocollo
AIEOP 2009 e 130 casi di ricadute, tramite un pannello NGS di 40 geni, selezionati dalla letteratura. E’ in
corso la valutazione dettagliata delle diverse varianti identificate. E’ inoltre in corsoil sequenziamento WES
del DNA di remissione di malattia di 150 casi pediatrici che hanno sviluppato LAL (collaborazione con
Prof.M.Capasso, Napoli), per identificare varianti germline associate all'insorgenza della malattia.

D. Analisi delle varianti di TP53 in LALipodiploide pediatrica.

La LALipodiploide & frequentemente associata a varianti di TP53, la maggior parte delle quali sono germline,
suggerendo che la LALipodiploidepossa essere una manifestazione della sindrome di Li-Fraumeni
(LFS).Abbiamo eseguito I’analisi NGSdi un pannello mirato di 40 geni, tra cui TP53, in una serie retrospettiva
di pazienti italiani LALipodiploidi pediatrici arruolati in quattro protocolli di prima linea a livello nazionale.
Abbiamo dimostrato I'elevata prevalenza di varianti germinali di TP53 nella LLA ipodiploide, confermando
cosi che la LLA ipodiploide & una possibile manifestazione della LFS. Questa evidenza evidenzia I'importanza
della consulenza genetica e dello screening TP53 per i pazienti e le famiglie ipodiploidi p53.

E’ in corso uno studio internazionale per identificare I'insorgenza di secondi tumori e capire I'incidenza dei
diversi regimi di condizionamento, uno studio su pazienti trattati con diversi regimi chemioterapici e CAR
(coordinato da F.Ceppi, Losanna, CH) e lo studio prospettico dei casi AIEOP LAL con ipodiploidia per
successiva consulenza famigliare.

E. Mutazioni nei geni delle coesine e ruolo nella predisposizione genetica alla LAL pediatrica(PhDStudent
Stefano Rebellato)

E’ stato completato lo studio funzionale di due varianti dei geni delle coesine in pazienti LAL/MDS, in cui per
la prima volta abbiamo descritto un ruolo del gene STAG1 nella leucemogenesi e nell’aumentato rischio di
insorgenza di disordini emato-oncologici (Saitta et al. Blood Cancer J. 2022) e collaborato allo studio del
gene RAD21 (Schedel A, et al. Int J Mol Sci. 2022). Lo studio procede con ulteriori caratterizzazioni
genetiche e funzionali, attraverso metodologia CRISPR/CAS9.

Recentemente, abbiamo identificato fusioni somatiche di geni delle coesine (RNAseq alla diagnosi di BCP-
ALL) e stiamo organizzando la raccolta internazionali di casi per caratterizzazione e pubblicazione.
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4. Analisi di alterazioni genetiche in pazienti pediatrici con immunodeficienze

Continua la collaborazione con il Dr. Francesco Saettini/Dr.ssa Fabiola Guerra (PhDStudent), della Clinica
Pediatrica per la caratterizzazione di pazienti con immunodeficienza con sospetto di base genetica.

L'Unita di Genetica della Leucemia, diretta dal Dr.Cazzaniga &€ composta da 3 Project Leader (M.Bardini,
G.Fazio, C.Palmi), 3 Post Doc (M.Bertagna, M.Quadri, L.Valsecchi), 4PhDstudent(D.Acunzo, S.Procopio, S.
Rebellato, F. Guerra), 2 studenti di Biotecnologie mediche. Si avvale inoltre del supporto di personale
prevalentemente dedicato alla diagnostica molecolare e citogenetica (tecnici di laboratorio e biotecnologi).

B. Progetti di ricerca traslazionale clinica a sostegno dei protocolli dell’Associazione Italiana Ematologia
ed Oncologia Pediatrica (Project Leader Giovanni Cazzaniga/Grazia Fazio)

L'arruolamento a studi clinici controllati costituisce la modalita ottimale per garantire il trattamento ad ogni
bambino e rappresenta uno dei motivi del successo nella cura delle leucemie e linfomi pediatrici.
L’organizzazione di uno studio di ricerca clinica richiede risorse aggiuntive in termini di organizzazione,
gestione ed esecuzioni di indagini di laboratorio, non tutti riconosciuti dai costi di assistenza del servizio
sanitario nazionale.

La Clinica Pediatrica di Monza e coordinatrice dal 1988 dei protocolli dell’AIEOP per la LAL (che dal 2000
sono realizzati congiuntamente ai gruppi cooperativi di Germania ed Austria), dal 2003 per le ricadute LAL;
inoltre gestisce i protocolli internazionali per i sottogruppi di LAL del bambino di eta inferiore LAL’anno
(Interfant), e per la LALPh+ (EsPhALL). Complessivamente in termini di attivita, presso le unita di Biologia
Molecolare e di Citogenetica del Centro Ricerca Tettamanti di Monza vengono riferiti il materiale per le
analisi ed i dati dei 400 bambini ed adolescenti affetti da leucemia acuta linfoblastica in Italia e oltre il 10%
direttamente per le cure.

Presso il Centro Ricerca Tettamanti vengono eseguite le indagini molecolari e di malattia residua minima
necessari per I'assegnazione di tutti i pazienti italiani con LAL al pil appropriato braccio di protocollo
terapeutico, in funzione della fascia di rischio.

Nello stesso contesto di genetica molecolare, il Centro Ricerca Tettamanti € promotore di progetti di
ricerca, associati ai protocolli clinici, per la caratterizzazione dell’eterogeneita genomica di sottogruppi di
pazienti AIEOP con diversa risposta alla terapia.

Identificazione di alterazioni prognostiche e target terapeutici nelle LAL pediatriche (Dr. G. Cazzaniga, Dr.ssa
G.Fazio)

L'utilizzo di tecnologie genomiche di avanguardia (sequenziamento massivo di nuova generazione, NGS) ci
ha permesso di analizzare ad altissima risoluzione il genoma delle cellule leucemiche, con lo scopo di
individuare lesioni genetiche che cooperano nella trasformazione di una cellula normale in una leucemica.
Abbiamo partecipato a studi collaborativi con lo scopo di identificare nuovi eventi leucemogenici, marcatori
prognostici ed alterazioni che possano rappresentare potenziali target terapeutici (vedi bibliografia). Di
rilievo, lo studio sulla presenza di particolari conformazioni geniche associate alla predisposizione alla
leucemia e ai meccanismi alla base delle alterazioni nel sottogruppo piu ricorrente di LAL pediatriche.

Nello specifico:

i) & stato introdotto nella routine di screening un pannello diagnostico basato sulla ricostruzione della
sequenza dei geni le cui alterazioni rivestono un ruolo prognostico nelle LAL pediatriche, con particolare
interesse nei casi ABL-class; ad oggi abbiamo sequenziato piu di 300 campioni BCP-LAL riscontrando sia geni
di fusione convenzionali sia nuovi;
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ii) abbiamo introdotto lo screening di tutti i casi di LAL B-other con la nuova tecnologia digitalMLPA, per
riconoscere il sottogruppo denominato ‘lkaros-plus’, che consiste di un pattern di delezioni geniche dal
significato prognostico;

iii) nel contesto della partecipazione attiva al gruppo Europeo ‘Euroclonality-NGS’, abbiamo messo a punto
il riconoscimento dei marcatori IG/TR usati per il monitoraggio di Malattia Residua Minima mediante NGS.
Cio ha consentito di sviluppare un approccio integrato di diagnostica molecolare avanzata NGS per
identificare in pazienti arruolati al protocollo LAL AIEOP geni di fusione prognostici e/o bersaglio di farmaci
alternativi e specifici.

Le persone coinvolte nell’attivita diagnostica sono complessivamente n. 18 (n. 8 personale assunto
direttamente da FT) di questi 3 nel Settore Morfologia/Immunofenotipo, 12 nel Settore Biologia
Molecolare, 3 nel Settore Citogenetica. Il personale dedica una parte della propria professionalita e tempo
a progetti di ricerca clinica di FT.

La funzione di coordinamento di protocolli clinici comporta non solo gli oneri delle attivita di laboratorio
eseguite presso il Centro Ricerca Tettamanti ma anche quelli relativi alla parte metodologica, statistica e di
analisi dei dati eseguite presso il Centro Operativo Ricerca statistica (CORS) della Fondazione M. Tettamanti
(diretto dalla Prof.ssa M.G. Valsecchi e composto da Daniela Silvestri e Paola De Lorenzo).

Collaborazione internazionale: 4 progetti sono stati sottoposti al Gruppo di lavoro ‘Ponte di Legno’ su
sottogruppi rari di leucemie:

- Fusioni geniche in pazienti Infant con KMT2A wild type: caratterizzazione e outcome

- Fusioni geniche che coinvolgono il gene PAXS5: caratterizzazione e outcome

- Fusioni dei geni delle coesine in ALL: caratterizzazione e outcome

- Varianti di TP53 in ALL ipodiploide: impatto su trapianto, chemioterapia e seconde neoplasie

Pubblicazioni scientifiche UnitaCazzaniga2023-2024

Meyer C, Larghero P, Almeida Lopes B, Burmeister T, Groger D, Sutton R, Venn NC, Cazzaniga G,
CorralAbascal L, Tsaur G, Fechina L, Emerenciano M, Pombo-de-Oliveira MS, Lund-Aho T, Lundan T,
Montonen M, Juvonen V, Zuna J, Trka J, Ballerini P, Lapillonne H, Van derVelden VHJ, Sonneveld E,
Delabesse E, de Matos RRC, Silva MLM, Bomken S, Katsibardi K, Keernik M, Grardel N, Mason J, Price R, Kim
J, Eckert C, Lo Nigro L, Bueno C, Menendez P, ZurStadt U, Gameiro P, Sedék L, Szczepaniski T, Bidet A, Marcu
V, Shichrur K, lzraeli S, Madsen HO, Schafer BW, Kubetzko S, Kim R, Clappier E, Trautmann H, Briiggemann
M, Archer P, Hancock J, Alten J, Moricke A, Stanulla M, Lentes J, Bergmann AK, Strehl S, Kohrer S, Nebral K,
Dworzak MN, Haas OA, Arfeuille C, Caye-Eude A, Cavé H, Marschalek R. The KMT2A recombinome of acute
leukemias in 2023. Leukemia. 2023 May;37(5):988-1005. doi: 10.1038/s41375-023-01877-1. Epub 2023 Apr
5. PMID: 37019990

Kilp M, Larghero P, Alten J, Cario G, Eckert C, Caye-Eude A, Cavé H, Schmachtel T, Bardini M, Cazzaniga G,
De Lorenzo 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 genes predictive for
outcome. Leukemia. 2023 Jun;37(6):1216-1233. doi: 10.1038/s41375-023-01895-z. Epub 2023 Apr 26.
PMID: 37100882
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Palmi C, Bresolin S, Junk S, Fazio G, Silvestri D, Zaliova M, Oikonomou A, Scharov K, Stanulla M, Moericke A,
Zimmermann M, Schrappe M, Buldini B, Bhatia S, Borkhardt A, Saitta C, Galbiati M, Bardini M, Lo Nigro L,
Conter V, Valsecchi MG, Biondi A, TeKronnie G, Cario G, Cazzaniga G. Definition and Prognostic Value of Ph-
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Unita di Citometria e Terapia Molecolare (Dott. G. Gaipa)
A. Progetti diricerca

1. Strategie multi-targeting nella leucemia linfoblastica acuta (LLA) a cellule B: prevenzione dell'evasione

immunitaria e delle ricadute post-trattamento con cellule CART

L’avvento delle cellule CAR T ha rivoluzionato il trattamento della leucemia linfoblastica acuta a cellule B (B-
ALL) e delle neoplasie ematologiche. Le cellule CAR T sono linfociti T ingegnerizzati per esprimere recettori
chimerici (CAR). Le nostre ricerche in questo ambito si sono focalizzate sulle CAR T dirette contro il CD19
nel trattamento delle neoplasie ematologiche a cellule B recidive/refrattarie ai trattamenti convenzionali.
Una delle maggiori criticita e 'emergenza di recidive di malattia CD19 negative dopo trattamento con CAR
T.In questo contesto il nostro gruppo ha sta lavorando sulla ricerca di nuovi target specifici della B-ALL. Da
guesta ricerca sono emersi due marcatori, il CD22 ed il BAFF-R. Dopo aver sviluppato i singoli CAR ed averli
testati in modelli di malattia in vitro ed in vivo ottenendo dati consistenti circa la loro efficacia, abbiamo
sperimentato un approccio multi-targeting. Il primo si avvale della co-elettroporazione, un metodo per cui
si riesce ad ottenere attraverso un solo processo produttivo, una popolazione CART eterogenea composta
da cellule esprimenti solo il CD22 CAR o il BAFFRCAR ed una popolazione esprimente entrambi i CAR.
Questa soluzione ho mostrato un’alta efficacia anti-tumorale in vitro ed in vivo ed un vantaggio rispetto
all’utilizzo di prodotti CAR anti-CD22 ed anti-BAFF-R monospecifici. Una seconda strategia in
sperimentazione e quella di costruire un CAR in grado di riconoscere entrambi gli antigeni, il (tandem CAR)
che é tuttora oggetto di sviluppo nel nostro laboratorio. Questo argomento e stato oggetto del progetto di
dottorato del Dottor Alex Moretti affiancato dalla Dott.ssa Beatrice Landoni (tesi discussa a Febbraio 2024)
e sara oggetto di una pubblicazione nel corso del 2024.

2.Ruolo del microambiente nella attivita biologica dei linfociti CARCIK anti-CD19

Al fine di una migliore comprensione dei fattori biologici determinanti I'efficacia e la durata dell’azione dei
linfociti CAR T in vivo abbiamo ipotizzato che vi possano essere differenze rilevanti nel trascrittoma delle
cellule CAR T che persistono a lungo termine rispetto a quello dei linfociti CAR T che perdono la loro
capacita di espansione e durata. A questo scopo utilizzeremo una tecnica di Single-cell RNA sequencing per
indagare il microambiente midollare, la componente della malattia residua e le cellule CAR T. Gli
esperimenti sono stati condotti in collaborazione con il Prof. M. Pagani (IFOM, Milano). Sono utilizzati
campioni ricavati da pazienti trattati con cellule CARCIK-CD19 o trattati con cellule CAR T commerciali. E
stata costruita una libreria di espressione genica a singola cellula, scRNAseq [Chromium Single Cell 5-
library and V(D)J enrichment kit (10x Genomics)]. | dati attualmente ottenuti hanno dimostrato la fattibilita
della procedura di sorting delle popolazioni in termini di purezza e vitalita. Abbiamo analizzato piu’ di 10
campioni raccolti da pazienti trattati con cellule CAR-T a diversi time points e con diversi gradi di risposta
alla terapia sui quali abbiamo indagato i parametri biologici sopra descritti. Risultati in sintesi: Abbiamo
dimostrato che le cellule CAR T post-trattamento suscitano una risposta acuta che coinvolge il sistema della
immunita innata e a cui segue un processo di risoluzione durante il primo mese dopo l'infusione. Per
comprendere quali fossero i mediatori responsabili della regolazione dell'infiammazione mediata da cellule
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CAR T, abbiamo utilizzato un approccio a singola cellula nel midollo osseo (BM) dei pazienti i con B-ALL
trattati con cellule CAR-T. Abbiamo osservato una netta modulazione nella composizione BM 1mese dopo
I'infusione di cellule CAR-T, nonché un aumento significativo della frazione di cellule mieloidi e Natural
Killer. Inoltre abbiamo osservato un arricchimento significativo del profilo di espressione genica associato
alla risposta dell'interferone, al signalling di IL-6, l'ipossia. Inoltre abbiamo osservato che il signalling
WNT/B-catenina era associata a espansione delle cellule soppressorie di derivazione mieloide (MDSC). In
parallelo, il signalling di TGF-B ed i marcatori di esaurimento/senescenza cellulare sono stati osservati nelle
cellule T CD8+ endogene e e nelle cellule CAR T infuse. Inoltre grazie a modelli di bioinformatica, abbiamo
osservato che i fattori HIF1a, TLR2 e TGFBRII sono fondamentali nel dialogo tra le cellule CAR T e la nicchia
immunitaria, che portano alla conseguenza di una generale soppressione immunitaria. In conclusione,
possiamo ipotizzare che le cellule CAR T mediante |'attivazione mieloide attivano pathways immunitari di
deregolazione che possono in ultima istanza smorzare |'espansione delle cellule CAR T e limitare gli effetti
della terapia. Questi dati sono tutt’ora in corso di validazione su un numero significativo di campioni
primari di B-LLA. Essi hanno costituito il corpo del progetto di dottorato DIMET della dottoressa Marianna
Ponzo (discusso in aprile 2023) e sara oggetto di una pubblicazione nel 2024.

3.Studio della malattia residua minima e monitoraggio immunologico dei pazienti trattati con cellule CART

Nell’ambito della nostra collaborazione con il consorzio europeo EUROFLOW (in collaborazione con il Prof.
Alberto Orfao, Salamanca) sono stati sviluppati pannelli di anticorpi specifici per la caratterizzazione
immunologica e funzionale di tutte le popolazioni cellulari misurabili durante il follow-up dei pazienti
trattati con cellule CAR-T. In questo contesto abbiamo intrapreso uno studio di monitoraggio immunologico
longitudinale dei pazienti trattati con cellule CARCIK-CD19 prima e dopo la somministrazione. Abbiamo
studiato 27 pazienti con LLA-B recidivante/refrattaria (r/r) dopo trapianto allogenico di midollo osseo. |
campioni di sangue periferico o midollo osseo sono stati raccolti in diversi time-points dall'infusione e sono
stati analizzati per quantificare la malattia minima residua (MRD), la quantita, la cinetica, la persistenza e
I'immunofenotipo delle cellule CAR. Abbiamo voluto valutare l'impatto di diversi parametri immunologici
sugli endpoint clinici (sopravvivenza, risposta alla terapia). Abbiamo inoltre studiato il ruolo del residuo
tumorale prima dell'infusione. In questo studio abbiamo dimostrato che il carico tumorale dopo la
linfodeplezione & associato alla sopravvivenza globale (OS) del paziente, alla remissione completa al giorno
28 dall'infusione e allo stato di sopravvivenza a 6 mesi dopo l'infusione. | livelli di MRD al giorno 28 sono
significativamente correlati con la OS, dimostrando tale parametro ha un forte valore predittivo. | nostri
dati dimostrano anche che la persistenza delle cellule CAR-T in momenti successivi rispetto al giorno 28 e
un fattore predittivo rilevante per la durata della risposta alla terapia. Infine, I'immunofenotipo delle cellule
CAR-T CD8+ misurato al giorno 10-14 o al giorno 28 dall'infusione & associato a un livello pil basso di MRD
indicando che il fenotipo citotossico € associato a una maggiore efficienza in vivo. Il monitoraggio
immunologico dopo l'infusione di cellule CAR-T é rilevante per una migliore comprensione dei meccanismi
alla base delle azioni delle cellule CAR-T e per migliorare l'uso clinico di tali prodotti medicinali di terapia
avanzata. Questi dati sono ora aggiornati su una serie allargata di pazienti e con un follow-up piu’
prolungato. Gli stessi pannelli sono stati utilizzati anche per la caratterizzazione dei lotti di cellule CARCIK-
CD19 prodotte dal Laboratorio Verri e verra estesa ai lotti prodotti dal Centro di Terapia Cellulare G.
Lanzani di Bergamo . Questo progetto e condotto dalla dott.ssa Chiara Buracchi.

4.Sviluppo di pannelli di anticorpi standardizzati e di sistemi analitici automatizzati per la diagnosi ed il

monitoraggio della leucemia linfoblastica acuta

11



Relazione di gestione scientifica
Fondazione M. Tettamanti

Si tratta di progetti che si sviluppano attraverso la nostra collaborazione con il consorzio europeo EuroFlow
nell’ambito delle LLA-B e delle LLA-Te sono condotti dalle dott.sse Chiara Buracchi e Cristina Bugarin.

La rilevazione mediante citometrica a flusso (FC) della malattia residua minima (MRD) & un parametro
cruciale negli attuali protocolli terapeutici utilizzati nel trattamento della LLA. Recentemente abbiamo
partecipato allo sviluppo di pannelli di anticorpi monoclonali in uno sforzo collaborativo all’interno del
consorzio

B-ALL: Il pannello a 12 parametri e stato validato insieme al data base che consentira il gating automatico
delle popolazioni cellulari di interesse e I'inesrimento del data base di riferimento (campioni normali e
patologici) all’interno del software di analisi per la determinazione guidata del dato di MRD.

T-ALL: E’ stato depositato un brevetto relativo al pannello utilizzato (settembre 2023).ll passo successivo
sara quello di creare un database di riferimento composto da campioni normali/rigeneranti di midollo
osseo e sangue periferico. Questi saranno ulteriormente utilizzati per sviluppare uno strumento basato su
software Infinicyt per l'identificazione automatica (AGI) delle popolazioni di cellule normali, distinguendole
dalle cellule leucemiche e facilitando il rilevamento della MRD con un livello di sensibilita molto elevato
(range 10-5- 10-6).

5.Approccio computazionale e a singola cellula per analizzare i meccanismi di resistenza alla chemioterapia

nelle T-ALL pediatriche ad alto rischio

Nell’lambito dello studio della T-ALL, intendiamo indagare I'eterogeneita della risposta al trattamento
clinico preliminare con Prednisone che rappresenta un fattore prognostico rilevante le cui basi molecolari e
cellulari sono ancora poco note. |l nostro approccio prevede I'utilizzo di tecnologie d’avanguardia a livello di
singola cellula sia alla diagnosi che nelle prime fasi della terapia. In secondo luogo, ci proponiamo di
definire un modello matematico (fuzzy model) per simulare in silico la rete dinamica biomolecolare dei
meccanismi apoptotici mediati dal PDN. Sulla base dei dati emersi dall'analisi a singola cellula e
computazionale, ci proponiamo di identificare bersagli perseguibili da testare in vitro e in vivo in
combinazione con il trattamento farmacologico convenzionale. Abbiamo gia ottenuto dati preliminari su
campioni primari alla diagnosi e durante il trattamento (MRD) con I'utilizzo della tecnologia di citometria di
massa che confermano la notevole eterogeneita del profilo funzionale dei blasti di LLA-T e la possibilita di
tracciare I'andamento dinamico di tali popolazioni durante il trattamento.

6. Analisi del chimerismo in pazienti sottoposti a trapianto allogenico di cellule staminali ematopoietiche

mediante una nuova metodica citofluorimetrica basata su RNA

Come noto, I'analisi del chimerismo totale, o su specifiche sottopopolazioni leucocitarie, ha un impatto
significativo sulla prognosi dei pazienti sottoposti a trapianto di cellule staminali ematopoietiche (HSCT) ed
e fondamentale per individuare e trattare precocemente un rigetto o una recidiva di malattia.
Recentemente abbiamo dimostrato la validita di una nuova metodica per determinare il chimerismo
sfruttando l'ibridazione di specifici trascritti di RNA che vengono successivamente rilevati mediante
citofluorimetria analizzando il chimerismo in pazienti trapiantati con un mismatch di sesso donatore-
ricevente. La metodica & stata validata e pubblicata nel 2023 (Nucera*, Sindoni* et al., Bone
MarrowTransplantation). Attualmente & in fase di proposta uno studio prospettico di valutazione mediante
citofluorimetria del chimerismo nel compartimento linfocitario T in corso di immunoricostituzione dopo
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irradiazione total body (TBI). Lo studio verra proposto come studio ancillare al protocollo internazionale
FORUM?2 che avra inizio a partire dal 2025.

7.Studio dell'immunoricostituzione dopo trapianto allogenico di cellule staminali ematopoietiche per

leucemia linfoblastica acuta

L'immunoricostituzione ha un impatto prognostico fondamentale per i pazienti sottoposti a HSCT, in
particolare per patologie oncologiche. Utilizzando metodiche citofluorimetriche altamente standardizzabili
e sensibili, sviluppate all’interno del consorzio EuroFlow, di cui il nostro Centro & parte, abbiamo studiato
I'immunoricostituzione in 30 pazienti sottoposti a HSCT per leucemia linfoblastica acuta (LLA) presso il
nostro Centro. La piattaforma utilizzata consente di valutare nel dettaglio i subsets linfocitari, in particolare
per quanto riguarda i linfociti T e B. Per analizzare pannelli di tale complessita su un gran numero di pazienti
abbiamo recentemente sviluppato una pipeline bioinformatica basata su FlowSOM, un algoritmo che
consente di analizzare i dati di citofluorimetria in maniera unsupervised e con alta efficienza (DottorMarco
Sindoni).In parallelo abbiamo ricevuto il finanziamento da parte di EuroFlow per sviluppare un pannello
anticorpale innovativo nel contesto di uno studio multicentrico per I'immunoricostituzione post-HSCT nei
pazienti pediatrici sottoposti a trapianto per LLA. Tale studio coinvolgera 10 centri in Europa e sara
coordinato dalla Fondazione Tettamanti (DottoressaSilvia Nucera).

8.Valutazione della funzionalita timica dopo trapianto allogenico di cellule staminali ematopoietiche per

leucemia linfoblastica acuta e dell’'impatto dei farmaci utilizzati

In parallelo allo studio dei linfociti T e B maturi, stiamo valutando la funzione del timo dopo trapianto nei
pazienti con LLA. | pazienti con LLA ricevono un regime di condizionamento basato su irradiazione total
body (TBI) e chemioterapia (Etoposide). Tale regime danneggia significativamente la funzionalita del timo.
In parallelo, i pazienti che ricevono un trapianto da donatore allogenico non familiare (MUD) ricevono come
profilassi della GvHD le linfoglobuline (ATLG), che oltre a danneggiare il timo hanno come bersaglio anche i
progenitori linfoidi. Stiamo pertanto valutando nella nostra coorte di pazienti la ricostituzione dei
recentthymicemigrants (RTE). Si tratta di una sottopopolazione di linfociti CD4 naive che emergono dal timo
e hanno limitato potenziale proliferativo. Pertanto, gli RTE costituiscono una misura diretta dell’attivita del
timo. Dai dati preliminari ottenuti nei nostri pazienti (n=32, 1-47 mesi post-HSCT), si pud osservare come le
ATLG abbiano un impatto significativo sulla ricostituzione degli RTE nei primi mesi. Dati presenti in
letteratura mettono gli RTE in relazione con lo sviluppo di GvHD. Attualmente stiamo valutando come
I'utilizzo di ATLG come profilassi della GvHD impatti sulla ricostituzione del compartimento CD4 naive
(manoscritto in fase di preparazione).l progetti dal 7 a 9 sono condotti dalla dottoressa Silvia Nucera con il
supporto del dottor Marco Sindoni e della dottoressa AnitaToso.

9.Manipolazione genica non virale delle cellule CIK (Cytokine-Induced Killer) prodotte dal cordone

ombelicale (CB) con I'obiettivo di produrre cellule CAR immediatamente disponibili per il trattamento di
pazienti affetti da LLA

Il progetto in oggetto ha come obiettivo la generazione di cellule CARCIK-CD19 derivate dal sangue
cordonale (CB, cord blood) quale fonte immediata per il trattamento di pazienti con LLA. Il progetto e
articolato in due direzioni: i) lo svolgimento di attivita di preclinica volte alla verifica della fattibilita di
produzione di cellule CARCIK-CD19 a partire da sacche di CB congelate e alla loro successiva
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caratterizzazione sia in vitro che in vivo; ii) attivita di produzione in GMP di cellule CARCIK-CD19 a scopo
clinico.

10.Implementazione e semplificazione della piattaforma di manipolazione genica non virale Trasposone

Sleeping Beauty per la generazione di cellule CARCIK per il trattamento delle neoplasie del sangue.

Garantire una rigorosa adesione alle linee guida delle Buone Pratiche di Fabbricazione (GMP, Good
Manufacturing Practices) e la conformita normativa & imperativo durante la transizione dalla ricerca alla
produzione clinica di prodotti medicinali di terapia avanzata (ATMP) come le cellule CAR T. Il notevole
successo clinico della terapia con cellule CAR T nel trattamento delle neoplasie ematologiche ha evidenziato
I'urgenza di implementare sistemi chiusi e/o automatizzati nel processo di produzione, rafforzando cosi la
qualita e I'efficacia di questi prodotti. Evidenze recenti hanno indicato che, oltre allo sviluppo di cellule CAR
T di nuova generazione con ulteriori modifiche genetiche, le condizioni di coltura ex vivo potrebbero
influenzare sostanzialmente la funzionalita delle cellule CAR T.Questo progetto prevede I'ottimizzazione
della metodologia per l'espansione delle cellule killer indotte da citochine (CIK) ingegnerizzate con il
trasposone Sleeping Beauty utilizzando i dispositivi G-Rex. Diverse variabili verranno considerate ai fini
dell’ottimizzazione della coltura CARCIK (G-REX vs Flask, cocktail di citochine diverse, tempi di coltura piu
brevi rispetto allo standard) e verra studiato I'impatto delle diverse condizioni di coltura sul fenotipo delle
cellule CAR-CIK e sulla fitness delle cellule T.

11.Lo sviluppo del protocollo clinico CARCIK Dual CAR secondo voi lo devo mettere qui?

L'Unita diretta dal DottorGiuseppe Gaipa € costituita dalla DottoressaChiara Buracchi, Biotecnologa,
ricercatrice post-doc — Assistente di Ricerca;DottoressaCristina Bugarin Biologa, Assistente di Ricerca;
Dottoressa Sarah Tettamanti, Biotecnologa, ricercatrice post-doc; Dottoressa Giusi Melita G., Biotecnologa,
Assistente di Ricerca;DottorAlex Moretti, Medico, ricercatore post-doc; DottorMarco Sindoni, biotecnologo,
PhD student; Dottoressa Beatrice Landoni, biotecnologa, PhD student, dott.ssa Anita Toso, Biotecnologa,
borsista Assistente di Ricerca. Inoltre € ancora attiva una collaborazione con la Dottoressa Chiara Francesca
Magnani, assistant professor presso il Children Hospital di Zurigo (CH) e la Dottoressa Ponzo M. Biologa,
PhD ricercatrice post-doc.
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Unita di Ricerca Dott.ssaMarta Serafini

A. Progetti diricerca

1. | recettori chimerici (CAR T), ovvero le cellule come farmaci: quando 'ingegneria genetica aiuta il

sistema_immunitario a combattere le leucemie (Coordinatore dei progetti CART: Prof. Andrea

Biondi)

La ricerca sui CART rappresenta uno degli “asset” piu importanti delle ricerche della FT. Anche se il
primo annuncio dell’efficacia dei CART nel trattamento di una bambina con LLA refrattaria a molteplici linee
di trattamento, risale al 2012 quando Prof. K.June lo ha comunicato, al Congresso dell’ASH di Atalanta (a cui
ha fatto seguito la pubblicazione sul New Engl J] Med nell’aprile del 2013), I'investimento sulle terapie
avanzate (cellulari e geniche) da parte della FT data molto prima. Tappa essenziale di tale sviluppo & stata la
realizzazione del Laboratorio di Terapia Cellulare e Genica (autorizzato dall’AIFA nel 2007) realizzato dal
Comitato ML Verga e Comitato S.Verri, e il cui personale e totalmente a carico della FT. Il primo successo di
terapie avanzate cellulari & dovuto all’attivita di ricerca della Dr.sa D’Amico con lo sviluppo di un protocollo
di terapia cellulare per il trattamento della GVHD resistente ad ogni trattamento in collaborazione con i
Colleghi dell’lEmatologia dell’Ospedale Papa Giovanni 23 di Bergamo (Unita diretta dal Prof. A. Rambaldi).
La storia dei CART al Centro Tettamanti inizia il ritorno del Dr.E.Biagi dopo un periodo intenso e proficuo
presso il Baylor College di Houston, USA. Nel 2006 il Dr.E.Biagi insieme ad altri ricercatori europei, di
ritorno dagli Stati Uniti, scrive un progetto accolto e finanziato dalla CE e con un titolo davvero significativo
per la storia futura: “Childhope”. Purtroppo tale progetto, pioniere in quegli anni, non vide alcuna
applicazione, almeno in Italia per le problematiche di complessita autorizzativa del protocollo.

Da allora, sempre sotto la guida del Prof. E.Biagi fino al 2017 (quando ha lasciato il suo incarico
presso la Clinica Pediatrica e FT, per rivestire un ruolo 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 S.)
numerosi CART che almeno nei modelli preclinici di diversi tipi di leucemia (LLA, Leucemia Mieloide Acuta e
Leucemia Linfatica Cronica) hanno dimostrato una straordinaria efficacia e che hanno rappresentato le basi
per lo sviluppo ed il successo negli anni successi.

Nel 2015, anno in cui ci siamo proposti di portare in sperimentazione clinica un prodotto
interamente sviluppato dalla FT(CARCIKCD19) di cui e stato depositato un brevetto e attualmente attivo,
inizia la collaborazione con Formula, azienda Biotech con sede in USA, con la quale mediante un
ResearchSponsored Agreement (RSA) otteniamo i finanziamenti per lo sviluppo clinico del prodotto
CARCIKCD19. Il prodotto era originale per diversi aspetti rispetto a quello che successivamente (2018) ha
ottenuto I'approvazione da parte di EMA ed FDA. Ma é stata certamente la conferma dei risultati dello
studio di Fase % avvenuta in queste settimane (Ottobre, 2020) che si € avuta conferma di tale originalita.
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Nel 2019 si e realizzato il merging tra Formula e Colmmune (USA), azienda Biotech con una
notevole esperienza di ricerca, produzione e sviluppo nel campo delle terapie innovative cellulari e geniche
in oncologia, con cui € iniziata una importante collaborazione scientifica di R&D con la FT.

Attualmente sono diversi i progetti che prevedono ricerca e sviluppo (preclinico e clinico) nelle
diverse Unita di Ricerca della FT, in particolare quelle della Dr.ssa Serafini (in cui si & collocata come project
leader la Dr.ssa Tettamanti S.) e del Dr. Gaipa G. Ma anche nell’Unita della Dr.ssa G.D’Amico, una nuova
recentissima linea di ricerca prevede proprio I'utilizzo dei CARCIKCD19 e molecole che interferiscono con
target del microambiente midollare.Al fine di rendere pil integrato lo sforzo delle diverse Unita di Ricerca,
il Prof. Biondi si & assunto l'incarico di un coordinamento dei diversi progetti sui CART, che consente altresi
di sviluppare al meglio il rapporto di R&D con Colmmune.

2. Strategie terapeutiche con cellule CAR-CIK per colpire le cellule staminali leucemiche localizzate

nella nicchia midollare della leucemia mieloide acuta (Prof.ssa M.Serafini)

2.1 Sviluppo di un costrutto CAR “bi-specifico” per eradicare le cellule staminali leucemiche presenti nel
midollo osseo dei pazienti LMA

Nel tradurre la terapia con cellule CAR-CIK nel contesto della LMA, un importante problema e
rappresentato dalla mancanza di un antigene bersaglio appropriato, che sia espresso selettivamente solo
sulle cellule LMA. Gli antigeni CD33 e CD123, anche se non sono espressi esclusivamente su cellule LMA,
sono tra i piu validati. CD123, noto anche come recettore alfa dell'lL3, e CD33 sono stati trovati co-espressi
fino al 70% dei pazienti con LMA e sovra-espressi sulle cellule staminali leucemiche, che sono cellule
resistenti alla chemioterapia e che sembrano maggiormente coinvolte nella recidiva della malattia.
Pertanto, un approccio di successo per il trattamento della LMA dovrebbe focalizzarsi sulla eradicazione
selettiva delle cellule staminali leucemiche. Il nostro gruppo ha sviluppato cellule CAR-CIK reindirizzate ai
singoli antigeni CD123 e CD33 mostrando una potente e specifica attivita anti-leucemica in vitro e in vivo
contro linee cellulari e blasti primari di LMA. Al fine di migliorare la selettivita verso le cellule staminali
leucemiche e, allo stesso tempo, ridurre la tossicita, la Dr Tettamantiha sviluppato cellule CAR “bi-
specifiche”, che vadano a colpire con efficacia le cellule staminali leucemiche che co-esprimono gli antigeni
CD123 e CD33, ma evitando I'effetto tossico, definito “off-target”, su tessuti normali, come cellule staminali
ematopoietiche e cellule endoteliali sane. | dati prodotti sono stati descrittiin un lavoro che e stato
pubblicato sulla rivista scientifica Blood Advances.| dati ottenuti costituiscono il background necessario per
la preparazione dell’InvestigationalMedical Product Dossier (IMPD) che deve accompagnare la proposta di
studio clinico all’AIFA per procedere alla sua sperimentazione.

Sempre nella ricerca di un antigene bersaglio ideale per I'AML, la proteina TIM-3 & emersa come un
nuovo attraente bersaglio selettivo delle cellule staminali leucemiche (LSC) promuovendone Ia
sopravvivenza. Inoltre, essendo un inibitore di check-pointimmunitario, & stato scoperto che promuove
I'esaurimento delle cellule T e l'espansione delle cellule soppressorie di derivazione mieloide e Ia
differenziazione nei macrofagi associati al tumore. Queste caratteristiche suggeriscono che si potrebbe
ottenere un duplice effetto bersagliando la proteina TIM-3: si colpirebbero, infatti, le LSC e, allo stesso
tempo, si modulerebbe il microambiente tumorale immunosoppressivo. Considerando queste premesse,
abbiamo disegnato cellule CAR “bi-specifiche”, accoppiando il CD33.CAR a un CCR che riconosce TIM-3. La
specifica attivita antileucemica di questo CAR é stata verificatain vitro ed i risultati in vivo sul modello che
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consentira di valutarnel’efficaciasono in fase di ultimazione. Si prevede di sottomettere un articolo entro i
prossimi mesi.

2.2 Sviluppo di cellule CAR-CIK, ingegnerizzate per co-esprimere CXCR4 e CD33.CAR, con aumentata
capacita di migrazione e attivita antileucemica nella LMA

Nuovi studi hanno identificato una serie di fattori, coinvolti nell’interazione tra la nicchia e le cellule
leucemiche, che potrebbero essere bersagliati o sfruttati a nostro vantaggio per lo sviluppo di nuovi
approcci terapeutici. Tra questi, I’'asse chemochinico CXCL12-CXCR4 sembra essere di particolare interesse
nella LMA. Il nostro gruppo di ricerca ha formulato I'idea di sfruttare I'asse chemochinico CXCL12-CXCR4
per migliorare le capacita migratorie delle cellule CAR all’interno del midollo e favorire I'eradicazione della
leucemia. Nello specifico, abbiamo disegnato un costrutto bicistronico composto sia da un CAR diretto
contro la molecola CD33, un antigene espresso dalla maggior parte dei blasti LMA, sia dal recettore CXCR4.
In sostanza, abbiamo dimostratoche mimando lo stesso meccanismo adoperato dai blasti, le cellule CIK che
over-esprimono CXCR4, possano migliorare la loro capacita migratoria nel midollo osseo, rendendo cosi
anche piu efficace e mirata la loro azione anti-leucemica. Abbiamo dimostrato che la sovraespressione nelle
cellule CD33.CAR-CIK del recettore CXCR4 favorisce un migliore controllo della leucemia e una
sopravvivenza prolungata del modello murino. La descrizione di questo studio, che permette di concludere
che armare le cellule CAR-T con un recettore chemochinico pud rappresentare una strategia promettente
per I'aumento del loro potenziale terapeutico, € stata pubblicata sulla rivista Blood. Si sta verificando di
implementare questo studio testando questo asse chemochinico su CAR diretti contro molecole specifiche
espresse sulla superficie delle cellule staminali leucemiche, i precursori delle cellule leucemiche circolanti
contenuti nella nicchia midollare.

Questo progetto e svolto in collaborazione con il Prof. Dotti G. (University of North Carolina, USA)

2.3 Disegno di un costrutto CAR “bi-specifico” per colpire in concomitanza un marcatore della nicchia
mieloide maligna e un antigene tipico dei blasti LMA

Il targeting delle cellule stromali mesenchimali all'interno del microambiente leucemico puo interferire con
la loro capacita di mantenere la sopravvivenza delle LSC. L'antigene CD146 (MCAM, Melanoma Cell
AdhesionMolecule) & espresso da una sottopopolazione di cellule stromali umane derivate dal midollo
osseo che hanno un ruolo attivo nell’organizzazione della nicchia staminale ematopoietica e sono implicate
nella sopravvivenza e crescita di cellule tumorali all'interno di un modello in vivo di nicchia umanizzata
ricreata in vivo. Proprio l'interazione tra LSC e stroma sembra contribuire alla limitata efficacia osservata
nelle prime applicazioni cliniche delllimmunoterapia con cellule CAR-T. Quindi, lo sviluppo di next
generation CAR-T che bersaglino contemporaneamente le LSCs e la nicchia stromale potrebbe
rappresentare una strategia terapeutica innovativa e di maggior efficacia. Come prova di concetto, abbiamo
disegnato un nuovo prototipo di Tandem CAR con una specificita diretta contro le cellule leucemiche e
I'altra contro le MSC, prendendo di mira simultaneamente le cellule leucemiche e stromali. | risultati
ottenuti confermano la possibilita di produrre un Tandem CAR quale modello di next generation CARs che
possa potenziare I'attivita antileucemica delle cellule CAR-T colpendo al contempo componenti stromali
immunosoppressive della nicchia midollare.Questo studio & stato recentemente pubblicato sulla rivista
Frontiers in Immunology. In collaborazione con il Prof. F. Dazzi (King’s College, London, UK) stiamo
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sviluppando un modello in vivo per corroborare i dati che dimostrano la proprieta immunomodulatoria
delle MSC verso le CAR-T.

3. Come la leucemia mieloide acuta modella la nicchia stromale midollare (Prof.ssa M.Serafini)

Recenti studi suggeriscono che la leucemia mieloide acuta (LMA) possa trasformare la nicchia midollare in
un microambiente permissivo per la leucemia e sfavorevole per la normale emopoiesi. L'influenza della
LMA sul differenziamento delle cellule osteogeniche e sull'architettura del tessuto osseo & stata gia
documentata in modelli 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 il fine di capire
guesto meccanismo, Il nostro gruppo ha studiato la presenza di alterazioni intrinseche nel potenziale
differenziativo delle cellule staminali mesenchimali di pazienti con LMA utilizzando due sistemi in vivo
specifici per valutarne il potenziale osteogenico e la capacita di generare una nicchia stromale completa. |
progenitori stromali midollari di pazienti pediatrici con LMA, mostrano un profilodi differenziamento
intrinsecamente anomalo anche quando vengono rimossi dalla loro nicchia patologica. Tutte queste
alterazioni possono contribuire all'inibizione della crescita delle normali cellule staminali ematopoietiche
favorendo, invece, la sopravvivenza e l|'espansione selettiva dei blasti. Conseguentemente, stiamo
investigando il possibile coinvolgimento del Notchsignalling in tale alterazione, dimostrando come il
contatto diretto con linee cellulari o blasti di LMA, causa 'aumento di espressione nelle MSCs della Tissue
Non-specificAlkalinePhosphatase (TNAP), marcatore dell’osteogenesi precoce, e la riduzione di espressione
di osteocalcina (BGLAP) e osteopontina (SPP1), marcatori dell’osteogenesi tardiva. Nel complesso, i nostri
risultati sembrano suggerire che il Notchsignalling venga attivato dalle cellule di LMA nelle cellule
mesenchimali stromali, inducendo dapprima I'osteogenesi precoce, ma a causa di un’anomala e costante
over-attivazione, portando poi al blocco della completa maturazione ad osteoblasti. Abbiamo, infine,
indagato lo stato di attivazione del pathway di Notch nelle MSCs isolate da pazienti affetti da LMA, con lo
scopo di verificarne l'influenza sull’osteogenesi. | dati ottenuti indicano che i blasti LMA possono indurre
nelle cellule stromali un’alterazione nelle prime fasi dell’osteogenesi, parzialmente mediata dall’attivazione
del Notchsignalling, in grado di favorire la generazione di una nicchia pro-leucemica. Questi risultati sono
stati descritti in un articolo recentemente pubblicato dalla rivista Frontiers in Immunology.

4. Individuazione di huovi assi chemochinici preferenzialmente espressi nella leucemia mieloide acuta
(Prof.ssa M.Serafini)

Il microambiente del midollo osseo svolge un ruolo fondamentale nello sviluppo, nella progressione e nella
ricaduta della LMA. E ormai noto che l'interazione leucemia/microambiente contribuisce alla resistenza alla
chemioterapia e alla ricaduta della malattia. Le cellule stromali mesenchimali presenti nel microambiente
sono caratterizzate dalla capacita di modulare le loro proprieta immunofenotipiche, secretorie,
metaboliche e migratorie a seconda delle condizioni del microambiente. Questo studio mira ad eseguire
una caratterizzazione approfondita del microambiente patologico al fine di identificarne nuovi assi
chemochinici caratteristici. In particolare, 'espressione di antigeni/fattori solubili pu6 essere sfruttata per
dirigere preferenzialmente la terapia con cellule CAR-T al midollo osseo e aumentare la loro persistenza
locale, migliorando la potenza di queste cellule nell’eliminazione delle cellule staminali leucemiche. Ad
esempio, il traffico mediato da chemochine puo essere sfruttato per migliorare I'attivita dei linfociti CAR-T.
Le chemochine e i loro recettori sono, infatti, cruciali per la migrazione e I'homing dei linfociti e svolgono un
ruolo critico nell’interazione tra blasto e cellule stromali all'interno della nicchia. Nell’lambito di questo
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approccio sono stati identintificati alcuni assi che potrebbero essere di interesse e si stanno valutando i
nuovi costrutti realizzati. L'obiettivo finale sara valutare la capacita delle cellule CAR-T ingegnerizzate con
assi chemochinici di raggiungere in maniera piu spedita il midollo osseo dopo trattamento con farmaci
chemioterapici e di persistere nella sede tumorale portando ad una maggiore specificita e efficacia.

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

5. Studio del processo di ossificazione e di un approccio di terapia genica neonatale nella

mucopolisaccaridosi di tipo | (Dr.ssa M. Serafini)

La mucopolissacaridosi di tipo | (MPS-1) € una malattia genetica rara causata dalla carenza dell’enzima alfa-
L-iduronidasi, che porta ad un accumulo progressivo di glicosamminoglicani (GAGs) in tutti gli organi e
tessuti. | pazienti affetti presentano manifestazioni cliniche multisistemiche di gravita variabile, tra cui un
fenotipo scheletrico complesso denominato disostosi multipla, che & una delle espressioni cliniche piu
invalidanti e meno curabili della malattia.

I meccanismi patogenetici cellulari e molecolari alla base della disostosi multipla sono ancora poco
conosciuti.Da studi condotti in modelli animali sembra che diversi fattori contribuiscano alle malformazioni
dello scheletro tra cui un’alterazione nell’ossificazione della cartilagine. Per verificare se questo processo
possa essere alterato anche nei pazienti, abbiamo isolato dal loro midollo osseo cellule stromali
mesenchimali. Queste cellule sono state differenziate in vitro in cartilagine immatura e ipertrofica e
utilizzate in una raffinata modellistica in vivo che permette di riprodurre in maniera fisiologica il processo di
ossificazione endocondrale. Attraverso analisi immuno-istologiche e biochimiche abbiamo potuto elucidare
quali anomalie vi siano a livello dei processi di condrogenesi e ossificazione. L’analisi molecolare, effettuata
mediante tecniche di trascrittomica (RNA seq), ci ha permesso di ampliare le conoscenze dei diversi
meccanismi coinvolti nella disostosi multipla caratteristica di questi pazienti edi identificare nuovi bersagli
terapeutici per il trattamento dei pazienti MPS-IH.Inoltre, I'alterazione di pathway coinvolti
nell’organizzazione della matrice cellulare e metabolismo dei GAG, conferma che il nostro modello
riproduce fedelmente alcuni aspetti gia noti della patologia. In generale, questo studio dimostra che il
sistema basato su organoidi potrebbe essere uno strumento molto valido per comprendere imeccanismi
che sono alla base del fenotipo scheletrico della MPS-I e per sviluppare nuoviapprocci terapeutici. Questi
risultati sono stati descritti in un lavoro recentemente pubblicato sulla rivista Journal of Clinical
Investigation Insight.

Nonostante I'efficacia del trapianto di cellule staminali ematopoietiche (HSCT) e della terapia enzimatica
sostitutiva (ERT) nella correzione delle manifestazioni cliniche legate agli organi viscerali, un significativo
miglioramento dei difetti muscoloscheletrici e neurocognitivi rimane ancora una sfida in quanto impatta la
qualita della vita dei pazienti. Il progetto, in fase di svolgimento in collaborazione con il team del Prof. Aiuti
A (Tiget, Ospedale San Raffaele), si prefigge di testare |'efficacia terapeutica del trapianto di cellule
staminali ematopoietiche autologhe geneticamente modificate nel periodo neonatale. Utilizzando un
modello animale della malattia, abbiamo 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. Abbiamo potuto apprezzare un ridotto accumulo viscerale di
GAGs. A livello scheletrico il trattamento ha determinato un significativo miglioramento a livello
radiografico e istologico con evidenza di normalizzazione dei parametri morfometrici sia metafisari che
corticali. Inoltre, I'efficacia terapeutica a livello del sistema nervoso centrale & stata dimostrata dalla
diminuzione della neuroinfiammazione e delle anomalie metaboliche neuronali. Poiché attualmente ci sono
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opzioni terapeutiche limitate per i pazienti con MPS-I, i nostri risultati potranno fornire un ulteriore passo
avanti nel trattamento di questa malattia rara. Un articolo che descrive i risultati raggiunti e attualmente
sottomesso, in via di valutazione, ad una rivista scientifica.

Questo progetto e svolto in collaborazione con la Prof.ssa Riminucci M (Dipartimento di Anatomia
Patologica, Policlinico Umberto I, Universita’ La Sapienza, Roma), con il Professor Tomatsu S (Hospital for
Children di Willmington, DE, USA) e con il Prof. Aiuti A (Tiget, Ospedale San Raffaele, Milano).

L’ attivita di ricerca nell’ambito delle malattie lisosomiali & risultata strategica per il riconoscimento delle
attivita della Clinica Pediatrica in “MetabERN”, uno degli “European Reference Network-ERN”, promosso da
EU per promuovere il network tra i Centri di Eccellenza in Europa sulle malattie rare.

L'unita operativa Cellule Staminali e Immunoterapia € composta dalla Prof.ssa Marta Serafini (capo unita),
dott.ssa Alice Pievani (ricercatrice), dott.ssa Marta Biondi (Post-Doc), dott.ssa Samantha Donsante (Post-
Doc), dott.ssa Corinne Arsuffi (studentessa di dottorato DIMET), dott.ssa Carlotta Guzzetti (studentessa di
dottorato DIMET), dott.ssa Mara Algeri (biotecnologa), dott.ssa Erica Grassenis (biotecnologa).
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Unita di Ricerca Dott.ssa Giovanna D’Amico

A. Progetti diricerca

Studio della nicchia della leucemia linfoblastica acuta a precursori B (BCP-ALL) (Dr.ssa G.D’Amico)

L'Unita della Dr.ssa G. D’Amico (Ricercatrice della Fondazione Tettamanti) & focalizzata
all'identificazione dei segnali derivati dallo stroma che guidano il mantenimento, I'evoluzione nonché la
chemioprotezione della leucemia, al fine di scoprire nuovi bersagli terapeutici. Un focus specifico & dato ad
ActivinA, un modulatore chiave del mantenimento e dell'aggressivita della leucemia e del ruolo del sistema
immunitario nella attivita pro-leucemia.

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

A) Studiare i meccanismi_di _promozione della leucemia da parte di ActivinA, analizzando il ruolo

potenziale di ActivinA sulla vescicolazione cellulare di BCP-ALL.

In particolare abbiamo scoperto che la linea leucemica 697 sono in grado di produrre entrambe le Dopo
stimolazione con ActA, le cellule 697 hanno presentato un aumento significativo della produzione di
esosomi e micro-vescicole. Inoltre, ActA ha anche modificato il contenuto dei miRNA delle VE. Fra quelli
modulati, il miR-491-5p e risultato aumentato da ActA di 3 volte nelle VE (p<0.0001), e di 1,5 volte a livello
intracellulare. A proposito del suo ruolo, dati di letteratura lo correlano alla chemio-resistenza in diversi
tumori. Per indagare |'azione chemio-protettiva nella LLA-B, abbiamo svolto esperimenti in cui cellule 697,
pre-stimolate o no con ActA, sono state trattate con Asparaginasi, un chemioterapico utilizzato per il
trattamento di pazienti LLA-B pediatrici. Sorprendentemente, ActA é stata in grado di aumentare la vitalita
delle cellule 697 trattate con ASNasi rispetto alle cellule controllo. Inoltre, la combinazione ActA+ASNasi &
risultata superiore rispetto ai singoli stimoli nell’laumentare miR-491-5p nelle cellule 697 (FC=2.5, p=0.0078
rispetto controllo, n=8). Per confermare il coinvolgimento del miR-491-5p nella chemio-resistenza, ne
abbiamo modulato I'espressione tramite trasfezione di un inibitore specifico, ottenendo una riduzione del
40% dell’azione anti-apoptotica di ActA. In conclusione, abbiamo dimostrato che ActA aumenta la
produzione di vescicole ricche di miR-491-5p. Studi futuri saranno necessari per investigare se la chemio-
resistenza possa essere trasferita anche a distanza grazie alle VE. Attualmente stiamo analizzando il cargo di
mMRNA(in Collaborazione con la Dott.ssa Bresolin, Padova). Paper under Revision, Scientific Report

B) Indagare i cambiamenti metabolici all'interno della nicchia leucemica ed in presenza di ActivivA.

| meccanismi alla base della protezione metabolica delle cellule leucemiche da parte delle cellule
mesenchimali stromali (MSC) vengono analizzati mediante l'identificazione delle vie metaboliche
proleucemiche, mediante un approccio metabolomico e di caratterizzazione degli effetti di ActivinA sul
metabolismo delle MSC e delle cellule leucemiche. In particolare (in collaborazione con il Prof. O. Bussolati
,Universita di Parma), abbiamo dimostrato che Le MSC del midollo osseo stimolate con le cellule
leucemiche si ‘convertono’ al fine di secernere I'asparagina (Asn), aumentare |’espressione del
trasportatore di membrana di tale aminoacido (SNATS5) e di un’enzima (glutamina sintasi) fornendo un
microambiente stromale favorevole per la sopravvivenza delle cellule leucemiche trattate con asparginasi.
Studi futuri saranno necessari per bloccare questa via di protezione, mediante inibitori specifici. Aurino et
al. Br J Haematol. 2024 Jan;204(1):292-305.
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C) Combinare le terapie anti-antileucemiche con il targeting del microambiente, utilizzando un farmaco

“trappola” di ActivinA.

A tale scopo abbiamo innanzitutto creato un modello di leucemia umana in topi immunodeficienti,
usando la linea cellulare NALM-6. In tale modello, i livelli di AttivinaA nel sangue sono risultati direttamente
correlati con la percentuale di cellule leucemiche infiltranti il midollo. La somministrazione di una trappola
molecolare per AttivinaA é stata in grado di prolungare significativamente la sopravvivenza dei topi
leucemici, riducendo in maniera drastica l'infiltrato leucemico nel midollo ed in organi extramidollari quali
la milza, dove la malattia e stata quasi completamente eradicata del 90%. Inoltre, abbiamo osservato che il
blocco di AttivinaA era in grado di aumentare significativamente I'efficacia del desametasone, un
chemioterapico impiegato nel trattamento di prima linea della LLA-B pediatrica. La combinazione del
bloccante di AttivinaA e desametasone ha infatti prodotto un notevole prolungamento della sopravvivenza
dei topi leucemici, aumentata da 23 giorni del gruppo controllo a 37 giorni. Inoltre, i due farmaci hanno
mostrato un effetto sinergico nel ridurre l'infiltrato leucemico a livello di meningi e midollo. Studi di
immunoistochimica hanno confermato quanto osservato in vivo.

In conclusione, il targeting della nicchia midollare leucemica mediante il sequestro farmacologico di
AttivinaA potrebbe essere una strategia promettente per migliorare i tassi di cura dei pazienti pediatrici con
LLA-B, refrattari alla chemioterapia tradizionale.

D) Targeting della componente macrofagica protumorale nella nicchia leucemica e suo bersaglio

mediante la generazione di recettori chimerici (CAR) (E. Dander)

La BCP-ALL riprogramma lo stroma del midollo osseo circostante (BM) per creare nicchie di supporto
alla leucemia. Per chiarire il contributo delle cellule immunitarie al microambiente leucemico, abbiamo
studiato il coinvolgimento dei compartimenti dei monociti e dei macrofagi nella patologia della BCP-ALL.
Abbiamo dimostrato che i macrofagi presenti nella nicchia leucemica presentano prevalentemente i
marcatori dei macrofagi M2 pro-tumorali, CD163 e CD206 (in collaborazione con il gruppo del Prof.
Mantovani-Humanitas University, Milano). Partendo da tali dati stiamo generando recettori chimerici per
armare le cellule CIK: le CARCIK-CD19 colpiranno quindi direttamente la cellula leucemica e, con un
secondo CAR, il macrofago pro-tumorale che non sara piu in grado di “proteggere” le cellule leucemiche
che rimarranno eventualmente presenti.

E) Analisi di innovativi agonisti del TLR4 per la conversione dei macrofagi M2 ad attivita pro-leucemica

in macrofagi M1 ad attivita anti-leucemico

La manipolazione della plasticita dei macrofagi (M®) mediante la riprogrammazione del fenotipo da
M2 a M1 ha il potenziale di aumentare le funzioni antitumorali, inclusa l'uccisione diretta delle cellule
tumorali e il miglioramento delle risposte immunitarie adattative. | recettori Toll-like (TLR) sono recettori di
riconoscimento del pattern espressi nelle cellule immunitarie innate . Nei M®, gli agonisti di TLR inducono
la polarizzazione M1, rendendoli composti ideali per riprogrammare i LAM. Nonostante i risultati
promettenti, il loro uso clinico & stato limitato, poiché la somministrazione sistemica degli agonisti di TLR &
gravata da tossicita. Indagheremo la possibilita di invertire i M® M2 in M® M1 anti-leucemia, utilizzando
agonisti del TLR4 a base lipidica. Abbiamo gia stabilito un metodo per generare M® derivati da monociti
completamente differenziati con un profilo M2. Al giorno 6, sono stati aggiunti due diversi agonisti di TLR4,
con DMSO come controllo del veicolo o con LPS come controllo positivo per ulteriori 24 ore. Le analisi di
citometria a flusso hanno dimostrato che CD206 (Marker M2) e stato ridotto in modo dose-dipendente
degli agonisti utilizzati in modo simile a LPS, suggerendo che entrambi gli agonisti di TLR4 sono in grado di
invertire la polarizzazione dei M® di tipo M2. Ulteriori studi saranno fondamentali per comprendere se
queste cellule acquisiscono un’attivita anti-leucemica sia in vitro che in vivo.

F) Studio dell’effetto della leucemia sul microambiente del SNC utilizzando un _modello ex vivo di

fettine cerebrali corticali organotipiche.
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La leucemia linfoblastica acuta (LLA) e la forma piu comune di neoplasia infantile, in circa il 40% delle
recidive, il sistema nervoso centrale (SNC) & coinvolto, da solo o in combinazione con altri siti,
rappresentando quindi ancora un importante clinical need. Abbiamo messo a punto un modello ex vivo per
studiare le interazioni delle cellule di leucemia con il tessuto cerebrale tramite microiniezione della
leucemia nella fettina cerebrale prganotipica. | nostri dati indicano che il pretrattamento con ActivinA
promuove una maggiore proliferazione di una linea cellulare (NALM-6) nelle fette cerebrali rispetto alle
cellule leucemiche non stimolate. Inoltre le NALM-6 pretrattate con ActivinA inducono modificazioni
microgliali, caratterizzate da una diminuzione della reattivita e un'induzione di fenotipo anti-nfiammatorio,
favorendo la sopravvivenza e la proliferazione delle cellule leucemiche, cosi come la riduzione di geni ad
attivita inflammatoria ed un aumento di geni immunosoppressivi, pro-leuvemici. Il nostro modello puo
aiutare a rispondere a importanti domande sui cambiamenti cerebrali dopo l'infiltrazione di cellule
leucemiche e potrebbe accelerare il processo di screening dei farmaci per i pazienti leucemici con
coinvolgimento del SNC.

Caratterizzazione delle cellule staminali mesenchimali (MSC) ottenute dai pazienti con sindrome
Schwachman-Diamond (Dr.ssa G. D’Amico)

L’Unita di ricerca della Dr.ssa D’Amico ha da molti anni ha sviluppato un filone di ricerca sulla sindrome
di “Schwachman-Diamond” (SDS). Si tratta di una malattia rara ereditaria caratterizzata da insufficienza del
pancreas esocrino e da alterazioni ematologiche legate a disfunzione midollare, caratterizzata
principalmente da una neutropenia costante o intermittente, meno frequentemente da una piastrinopenia
e un'anemia; pil raramente sono presenti mielodisplasia e leucemia.

Tale attivita di ricerca e risultata strategica per il riconoscimento delle attivita della Clinica Pediatrica in
“EuroBloodNet”, uno degli “European Reference Network-ERN”, promosso da EU per favorire il network tra
i Centri di Eccellenza in Europa sulle malattie rare.

Le attivita di ricerca si sono focalizzate su tre progetti:
A) caratterizzare il metabolismo delle SDS-MSC

E noto come un’angiogenesi patologica sia spesso accompagnata da alterazioni metaboliche. Abbiamo
analizzato la fosforilazione ossidativa, in particolare le vie dei complessi I-1lI-IV e lI-llI-IV. Osserviamo che le
SDS-MSC consumano il 60% in meno dell’ossigeno e sintetizzano il 60% in meno di ATPrispetto alle HD-
MSC. Tale difetto mitocondriale e dovuto in particolare ad una riduzione del 61% dell’attivita del
complessolV . Inoltre, il rapporto ATP/AMP intracellulare & significativamente inferiore negli SDS rispetto
agli HD e correla ad un aumento dell'attivita della lattato deidrogenasi (LDH). Infine, abbiamo anche
dimostrato che la quantita di ROS nelle SDS-MSC & superiore del 27% rispetto agli HD e che il livello di
perossidazione lipidica & il doppio rispetto ai controlli.

B) studio dell’effetto di antiossidanti (DMSO e NAC) sul metabolismo delle SDS-MSC.

Abbiamo stimolato le SDS MSC per 48h con 0.05% di dimentilsolfossido (DMSO), molecola che a basse
concentrazioni agisce come antiossidante riducendo in particolare i livelli di perossidazione lipidica.
Sorprendentemente, le SDS-MSC stimolate recuperano significativamente la capacita di formare
strutturesimil-capillari su Matrigel. In aggiunta, la reversione angiogenica delle SDS-MSC & accompagnata
da un ripristino metabolico (n=6). Le SDS-MSC stimolate aumentano infatti il consumo di ossigeno e la
sintesi di ATP in entrambe le vie mitocondriali, oltre che ripristinare I'attivita del complesso IV. Inoltre, il
DMSO riporta il rapporto ATP/AMP e I'attivita della LDH al livello dei controlli e riduce significativamente lo
stress ossidativo delle SDS-MSC. Al fine di confermare che I'effetto del DMSO sia dovuto specificatamente
alle sue proprieta antiossidanti, abbiamo trattato le SDS-MSC per 48h con N-acetilcisteina (NAC), noto
antiossidante. Le SDS-MSC ripristinano il proprio difetto metabolico e recuperano il potenziale angiogenico
in modo paragonabile al trattamento con il DMSO. In conclusione, abbiamo quindi dimostrato come
I"alterato metabolismo potrebbe essere alla base del difetto angiogenico osservato nelle SDS-MSC. Inoltre,
I'uso di antiossidanti e in grado di ripristinare il quadro metabolico e I'incapacita angiogenica delle SDS-
MSC, aprendo cosi la strada a nuove strategie
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C) Messa a punto di un modello murino per studiare I’'angiogenesi in vivo
Da dati ottenuti dai collaboratori di Roma (Prof. Reminucci, Universita la Sapienza) & emerso che le SDS
MSC non sono in grado di generare vasi funzionali quando impiantati in un plug di matrigel in presenza di
cellule endoteliali, rispetto alle MSC da donatori sani. Stiamo mettendo a punto questo modello in topi NSG
qui a Monza per testare I'efficacia degli antiossidanti sulla capacita delle MSC SDS di formare vasi.

L'Unita della Dr.ssa D’Amico € costituita da una staff scientist (Erica Dander), da 2 Post-Doc (Alessandra
Fallati, Clarissa Gervason), 3 (PhD Students Rita Starace, Alice Giussani, Jennifer Romagnoli).
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