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Il trapianto e la procedura con cui si prelevano:
» cellule (per es., trapianto di cellule staminali, ematopoietiche o tissutali)
» tessuti (per es., cornea, pelle)

» organi (per es., rene, fegato)

da un individuo (donatore) e si trasferiscono ad un individuo solitamente
diverso (ricevente).



Il trapianto d’organo e I'unica forma di trattamento per molte patologie allo stadio terminale!

Clinical transplantation

pancreas diabetes mellitus

pancreatic islets diabetes mellitus

small bowel cancer, intestinal failure

Tr api anto ortotopic0' neuronal cells Parkinson's disease
Se posizionato nella stessa sede anatomica dell’'organo

Trapianto eterotopico
Se posizionato in un sito anatomico differente

v

Trasfusione:
. . . Transplanted —+
Trapianto di cellule ematiche (v ey




20% increase in
transplants over 5 years* O
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* Based on OPTW | UNQS data as of January 9, 2077, Data subject to change based on future data submission or correction.
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2020 Transplant Waiting List Organ Donation Statistics
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Total number of patients on an organ donation waiting list in ltaly in 2023, by organ
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PMP ANNO 2021
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DONATORI UTILIZZATI PER REGIONE
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ATTIVITA DI TRAPIANTO DI ORGANI

Trapianti da donatore deceduto e donatore vivente
Periodo 2014-2023
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GIORNATA NAZIONALE PER LA

> ,\\/ DONAZIONE DI ORGANI ETESSUTI
O/ ) 24 APRILE 2024

Donare & una scelta naturale

@ o Dichiara il tuo S/

- in Comune

Alrilascio o al rinnovo della carta d'identita dichiara
la tua volonta sulla donazione di organi e tessuti
#sceglididonare #unSiinComune

SCOPRI TUTTI GLI ALTRI MODI PER DIRE S!I SU WWW . SCEGLIDIDONAREIT




La compatibilita genetica tra donatore e ricevente determina

No rigetto

Rigetto

la presenza o meno di rigetto

Genetic barriers to transplantation

Autotrapianto

autograft

from one part
of the body
to another
(e.g. trunk

to arm})

l'l---
Allotrapianto

allograft

between
different
members

of the same
species

{e.g. Mr Smith
to Mr Jones)

.ﬁqﬂ
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Isotrapianto

A ) I{j\
=i

isograft

between
genetically
identical
individuals
{e.g.
monozygotic
twins, or
within an
inbred strain)

Xenotrapianto

xenograft

between
members of
different
species
(e.g. pig

to human)

(singenico)



LA MAGGIOR PARTE DEGLI ANTIGENI CHE STIMOLANO LE RISPOSTE IMMUNITARIE ADATTATIVE
CONTRO | TRAPIANTI ALLOGENICI SONO PROTEINE DI ISTOCOMPATIBILITA',
CODIFICATE DA GENI POLIMORFICI, DIVERSI DA UN INDIVIDUO ALLALTRO.

Le differenze piu importanti sono a carico dei geni dell’HLA

Gorer 1930-1950
Snell (premio Nobel 1980)

Doncr'ror'e

‘;\ a

Ricevente singenico Ricevente allogenico



| geni che stimolano la risposta adattativa sono proteine di istocompatibilita
codificate da geni polimorfici espressi in maniera co-dominante

—1

:Donatore (Ceppo A); Donatore (Ceppo BL :Ponatore (Ceppo B) :Donatore (Ceppo A x BL

Trapianto ‘
di cute g
Ricevente * Ricevente + Ricevente *
(Ceppo A, (Ceppo A x B,
MHC?3) 7 MHCab) MHC?)

(Ceppo A,

rigettato viene rigettato dall’ibrido F, parentale inbred

Rigetto 5 . 3
del Si No : Si
trapianto Il trapianto Il trapianto Il trapianto dal ceppo| ' [l trapianto dall’ibrido
singenico completamente parentale inbred : F, viene rigettato
non viene allogenico non viene rigettato | dal ceppo
|
|



LA REAZIONE DI RIGETTO DEL TRAPIANTO E’ LA PRINCIPALE COMPLICANZA
DELLA PRATICA TRAPIANTOLOGICA

Inddence of acute and chronic rejection in vadous solid organ transplants; (%) one
vear incidence, (*) five year incidence.

Organ Acute F-L'J-L"L'[I-IJrl'-‘ % ) Chronic rejection® (%)

Lung 3060

40-70
Heart  10-25 2560
Kidney 10-20 ly 40-50 Sy
Liver =22 4-12

N Angaswamy o al_/Human Immunology 74 (2013)

IL RIGETTO DEL TRAPIANTO E’ DOVUTO A DIFFERENZE GENETICHE FRA DONATORE E RICEVENTE

Se il ricevente di un allotrapianto ha il sistema immunitario perfettamente funzionante, il
trapianto andra incontro quasi inevitabilmente a qualche forma di rigetto.

LA RISPOSTA IMMUNITARIA ADATTATIVA E’ QUELLA PRINCIPALMENTE
RESPONSABILE DEL RIGETTO DEL TRAPIANTO

SO\

anticorpi linfociti T



Il rigetto di un trapianto
e descritto anche in base
alle sue caratteristiche istopatologiche
e ai diversi meccanismi effettori



La compatibilita genetica tra donatore e ricevente determina
la presenza o meno di rigetto

Genetic barriers to transplantation
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Meccanismi immunologici del rigetto del trapianto

Hyperacute rejection

Blood

Endothelial \. Z& o [ amvazonedel | RigEtto iperacuto

\ g (“2/ %\ complemento,

| F danno . .

| endoteliale, - minuti-ore

inflammazione, - anticorpi preformati e complemento
trombosi

Alloantigen © ———=¢ ) )
(e.g., blood Circulating alloantigen-
group antigen) specific antibody

Danno alle .
; cellule ngEtto acutO
r _ parenchimali,
AL ITECH — ~reiel”) | infiammazione - giorni-settimane
Parenchymal cells . .
i ) interstiziale
Allqreactrve

antbody 1) - alloattivazione dei linfocitiBe T
| Endotelite (risposta umorale e cellulo-mediata)

Endothelial
cell

Reazione
inflammatoria
cronica nella o o
parete del ngEttO cronico
vaso,
proliferazione
cellule - reazioni cellulo-mediate
muscolari lisce
dell’intima,
occlusione

S Alloantigen-

Cytokines  specific CD4* T cell vascolare

- mesi-anni

Q“C tokines
Vascular X e oY
smooth p P
muscle cell




Meccanismi immunologici del rigetto dell’allotrapianto:
rigetto iperacuto (pochi minuti o poche ore)

& Vaso
/ sanguigno
Cellpla
endoteliale Attivazione
del complemento,
danno
Q5 endoteliale,
— A inflammazione
,\ v _ etrombosi
Alloantigene  ~ ® 1 N~ N
(per esempio " Anticorpi circolanti

dei gruppi sanguigni) alloantigene-specifici




A
Vaso

sanguigno

Cellula
endoteliale ~. 9 ® . . )
@€r Anticorpi preformati:
=} |
o
e T e

Alloantigene /' \\ . . .**».\\,
(per esempio Anticorpi circolanti =
dei gruppi sanguigni) alloantigene-specifici

(anti-endotelio)

- anticorpi naturali (spec. IgM anti-ABO)
(antigeni ABO sono espressi su diversi tipi cellulari, es. cellule endoteliali)

- anticorpi da pregressa alloimmunizzazione
(spec. IgG anti-HLA-I e anche HLA-II, formati dopo trasfusioni, gravidanze, trapianti)

- anticorpi naturali xenoreattivi
(es. contro determinanti carboidratici specie-specifici presenti sull’endotelio vascolare)



Rigetto iperacuto: rigetto vascolare

@ Antibodies bind to antigens of renal
capillaries and activate complement (C7)

®

"'-_\—______.-—-"'_
Preexisting host Capillary
antibodies are carried ——> > { C \}’0 V endothelial
to kidney graft c C walls

@ Complement split products attract
neutrophils, which release Iytic enzymes

Attivazione della cascata

del complemento
e della coagulazione

@ Neutrophil lytic enzymes destroy endothelial
cells; platelets adhere to injured tissue,
causing vascular blockage

g Platelets




@ Complement- and Fc receptor-mediated inflammation

: Neutrophil
Fc == P,
receptors activation sy,
N\

Complement

<7 _by-products )
w,9(Coe, C3a) .
' Neutrophil— 1R
enzymes,
reactive oxygen :
intermediates Inflammation and
Complement tissue injury

activation

é) Opsonization and phagocytosis

Op'sonized Fc receptor Phagocytosed
cel e

ce \
Phagocyte
+ C3b receptor Phagocytosis

~~~~~

Complerment
activation

Anticorpi e complemento
nel rigetto di un allotrapianto

activated
NK cell




Il sangue e il tessuto trapiantato piu comunemente

Blood Type O

Red blood
cell

Blood Type B

®

3

@

@

B antigen

Blood Type A

A antigen

Blood Type AB

Antigeni AB: antigeni simili ad epitopi presenti su antigeni ambientali (es., batteri intestinali, virus, alimenti vegetali)




Il sistema ABO

o

A
e
N-acel
tosamina
N-acetilgluco-
samina
O Fucosilato
O Galattosio
B
[Gruppo A IGruppo B IGruppo AB IGruppo (@)
Tipo Tipo A Tipo B Tipo AB Tipo O
di cellula & C
del sangue e
. Antigeni Antigene A Antigene B Antigeni A e B | Nessuno
presenti Q Q 00
[ Anticorpi Anti-B Anti-A Nessuno Anti-A e Anti-B
presenti "(v/ ‘(‘}jfr W{‘y/ \‘g‘){f
Q 4 OW- 400
AR )kh e o

Bombay blood group
(H deficiency;
1/1.000.000)

Precursor to ABO antigens
PROTEIN

1A

18l NAC glu

@ "H" enzyme Fucosyltransferase
(Futl gene, Chr 9)

“H" or “O" antigen

"A” enzyme Q

"A" antigen

gal NAc gl

«%» Influenza virus

ole ot Gram- bacteria (es., E. coli)

...Quindi e necessario valutare la compatibilita donatore/ricevente
e rilevare la presenza di anticorpi del ricevente potenzialmente
reattivi verso il donatore



COME SI DETERMINA IL GRUPPO SANGUIGNQO?
TEST DI AGGLUTINAZIONE

donatore universale

ricevente universale

C:_arnpinne Sero C:_ampinne Siero
di sangue AntioA AniE di sangue AntioA AntiE
Campione Siere Campione Siero
di sangue AnticA AnhiB di sangue oy ArtiE
TABELLA DONATORI
COMPATIBILITA | gRh- O0Rh+ ARh- ARh+ BRh- BRh+ :hB_ :l:
AT ERR T
ORh+  /f 7 4
- AR AR ; ; § ;, Fattore Rh )
ARh+  f / ‘/ ‘/ "
RICEVENTI | x x x v x x x
srn+ | f |/ (X | X | /L | /X | X
ern- X /X X /X
Ry | f L L LS




IL FATTORE Rh

> lIdentificato inizialmente nelle scimmie Rhesus, € in realta un gruppo di
proteine presenti sulle membrane degli eritrociti e strutturalmente correlate

a proteine di trasporto.

> Codificate da 2 geni correlati e altamente omologhi, solo uno (RhD) € in genere
preso in considerazione perché fino al 15% della popolazione presenta una

delezione o mutazioni.

» | soggetti sono detti Rh-, non sono tolleranti verso I'antigene RhD e

possono produrre anticorpi se esposti a globuli rossi Rh+.



Eritroblastosi fetale (malattia emolitica del neonato)

donna Rh
negativa

feto Rh
positivo

dopo questo

il sangue del feto (;:::r:z;tt& :ﬁ; ;
attraversa la pp

anticorpi

I v
g:;cneenr:;ade"a anti-fattore Rh
nascita

in caso di successiva 7 7
gravidanza se il feto &€ Rh

positivo gli anticorpi

materni attraversano la se il feto &

placenta e danneggiano i I Rh negativo

globuli rossi fetali ‘ gli anticorpi Rh

rimangono senza
bersaglio

Somministrazione Abs anti-RhD entro 72 ore dal parto:
lisi eritrociti del figlio entrati in circolo, inibizione della produzione di anticorpi anti-RhD
da parte della madre



Il rigetto iperacuto puo scatenarsi anche con il trapianto di organi solidi

Normal kidney grafted into patient with
defective kidney and preexisting
antibodies against donor antigens

L

D
Graft becomes engorged and purple-
colored because of the hemorrhage

Antibodies against donor antigens
bind vascular endothelium of graft
initiating an inflammatory response,
which occludes blood vessels




A
Vaso

sanguigno
Cellula
endoteliale ~ \‘\\\

\?\ _‘: |

Anticorpi circolanti
alloantigene-specifici

(anti-endotelio)

Anticorpi preformati:

Alloantigene
(per esemplo
dei gruppi sanguigni)

- anticorpi naturali xenoreattivi
(es. contro determinanti carboidratici specie-specifici presenti sull’endotelio vascolare)



Why Pig Organs Could Be the Future of Transplants

By Alice Park, February 15, 2018 TIME

XENOTRAPIANTO

Perché?

» Anatomia e fisiologia organi

> Disponibilita

» Manipolazioni genetiche/clonaggi
» Ampia progenie

» Ciclo riproduttivo breve




Xenografts

Patient’s waiting list for kidney
transplant

O-WMMMMTHTHTM
1969|1971|1973|1975(1977(1979|1981|1983|1985|1987|1991/1993(19951997|19961999 2000/ 2001(2002(2003|2004{2005[2006{2007/2008,

AN /
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deceased donor living donor

TABLE 1 World experience with clinical organ

xenotransplantation
Donor (n) Survival ‘ Maj or pro blems:
Kidney primate 30 1 day—9 months . Im munol ogl Cal_ rej_eCtI on
nonprimate 3 3-9 days 2. Risk of transmission of pathogens
Heart primate 5 <1-20 days (ZO onosi S)
nonprimate 4 <1 day 3. Physiological incompatibility
Liver primate 11 <1-70 days
nonprimate 1 <2 days




Major problems:
1. Immunological rejection.

Xenoantigens are sugars present in bacteria and pigs,
but not in human cells

Precursor to ABO antigens

PROTEIN

Fucosyltransferase (Uomo)
‘5 H enzyma a-Galattosyltransferase (Pig)

“H" or "O" antigen

"A” enzyme Q

La barriera e rappresentata dalla presenza nell’'uomo e nei
primati di anticorpi naturali contro I’alfa-galattosio (gal)
espresso sulle cellule endoteliali di maiale.

Rigetto iperacuto

Complement |Platelet

Xenoreactive
natural

antibody

Xenoantigen




Come si puo prevenire il rigetto iperacuto
di uno xenotrapianto?

RICEVENTE:
» deplezione di anticorpi xenoreattivi

» Induzione della tolleranza dei linfociti B (immunosoppressione)
(es., anti-CD20)

DONATORE (animale)
» inibizione del complemento (spec. inibizione C3 convertasi)

espressione transgenica di proteine regolatorie del complemento
DAF: decay-accelerating factor

MCP: membrane co-factor protein
sCR1: soluble complement receptor type |
“animali umanizzati”

» manipolazioni genetiche per ridurre I'espressione di xenoproteine
(delezione di enzimi che modificano gli zuccheri, es. a1-3 galattosiltransferasi)



Major problems: Producing PERV-inactivated pigs

Embryonic fibroblast
undergoes CRISPR-Cas

2. Risk of transmission of eiig o actiate_

pathogens (zoonosis). Y
Integrated @
PERV

l CRISPR-Cas
igS PERV with
tfrom p af inactivated Cell nucleus
n ~olant pol sequence
. “aﬂ?’\) i
{ eno

a

anspl™ - =

GENETICS i“ Ol‘gan g;'mcr%ses the qafety © ﬁ
not

Adv aanSBVNS n he \3‘% & Somatic cell \ \

con O nuclear transfer
‘\53‘.\0 is performed whereby
‘“aC“ the fibroblast nucleus
that contains the
inactivated pol gene
is transferred into

Hiu &f lﬂf.. S[.‘E-E.‘H.-E:-E 35.?. IHI'DHI— IHI{:IT {_E'D Iﬂ adenucleated oocyte.

The edited oocyte
is transplanted into
surrogate
SOWS.

PERV-inactivated
piglets are produced,
framwhich organs
could be used for

PERV's: porcine endogenous retroviruses human transplant
(PERVA/B are present in all pigs and can infect human cells)



NEWS | 14 January 2022

First pig-to-human heart
transplant: what can scientists A
learn? P

Researchers hope that a person who has so far lived for a week with a genetically modified pig ‘ :!
heart will provide a trove of data on the possibilities of xenotransplantation.

terapie «a uso compassionevole» (FDA, USA)

3048 | Mature | vol 6o | 20 January 2022

9 marzo 2022

Hyperacute rejection
was avoided!

Mohiuddin M et al.,, The Lancet, June 2023




Meccanismi immunologici del rigetto del trapianto

Hyperacute rejection

Blood

Endothelial \. Z& o [ amvazonedel | RigEtto iperacuto

\ g (“2/ %\ complemento,

| F danno . .

| endoteliale, - minuti-ore

inflammazione, - anticorpi preformati e complemento
trombosi

Alloantigen © ———=¢ ) )
(e.g., blood Circulating alloantigen-
group antigen) specific antibody
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parete del ngEttO cronico
vaso,
proliferazione
cellule - reazioni cellulo-mediate
muscolari lisce
dell’intima,
occlusione

S Alloantigen-

Cytokines  specific CD4* T cell vascolare
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Rigetto Acuto

Il rigetto acuto € un processo con progressivo danno vascolare e parenchimale, che

si evidenzia nell’arco di tempo necessario ad instaurare una risposta adattativa
(grazie alle terapie, si puo osservare a distanza anche di anni)

Le cause sono:
anticorpi
linfociti T alloreattivi



IL RIGETTO ACUTO DEL TRAPIANTO
E’ DOVUTO A DIFFERENZE ANTIGENICHE FRA DONATORE E RICEVENTE

Le differenze piu importanti sono a carico dei geni del’HLA.

Oltre al complesso maggiore di istocompatibilita esistono antigeni minori di istocompatibilita,
polimorfici e contro i quali si puo attivare una risposta immunitaria nel ricevente .

Il meccanismo principale del rigetto acuto e associato a citotossicita verso le cellule endoteliali
e del parenchima del trapianto mediata dai linfociti citotossici e allinflammazione causata
dalle citochine prodotte dai linfociti T helper.



Il rigetto del trapianto & determinato dal grado di incompatibilita
(n. di alleli MHC diversi) e dalla classe (I vs. Il) delle molecole MHC

In particular:
HLA-A
HLA-B
HLA-DR

Cumulative graft survival, %

100

MHC-I

MHC-II

24

0 l I l ]
3 6 12
Time after transplantation, months
HLA mismatches (no.)
Curve no. Class | Class |l

mismatch



Allograft rejection also depends on
minor histocompatibility antigens

Donor Recipient

B 0§

. lymorphic SM
self protein el P D

(o
N
°, '
O Oe TAP
”[@% i
o © e o @&/ O
e

Gli antigeni minori di istocompatibilita (antigeni H) sono
peptidi derivanti da proteine cellulari polimorfiche e legati a
molecole MHC di classe |

Es. TNF, molecole di adesione, MICA/B...



Allograft rejection also depends on
minor histocompatibility antigens

l.e: H-Y antigen, on Y chromosome,
expressed in male and not in female
mice

In humans, slightly higher % of rejection of
heart transplants if the donor is a male and
the recipient a female (but so few hearts...)

Examples of H-Y antigens: AMH gene (testis), KDM5D, MEAT, ...
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Rigetto acuto dovuto all'immunita umorale
(anticorpi alloreattivi)
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Rigetto acuto dovuto all'immunita cellulare
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Two
mechanisms
for alloantigen

PR recognition

- Ry

(indirect)

T~ apoptosis,
Ag capture...




fase iniziale

¥ A 1
A Riconoscimentc(direttc)iegli alloantigeni
d :

Linfocita T CD4+

alloreattivo

.m0 G EC)utochme
e}

MHC allogenico

' . o Cellule del tessuto
Il linfocita T riconosce del trapianto che esprimono [

il complesso MHC-peptide ' Linfocita T CD8* o stesso complesso peptide-MHC
presente nel trapianto  alloreattivo della DC del donatore
del donatore

del trapianto

Uccisione diretta
aopera di CTL




Riconoscimento diretto: basi molecolari

2 MHC,
2 peptidi,
1 TCR!

Frequenza elevata di cellule T alloreattive!

1/10-100 (1-10%)
» Suuna APC di un donatore allogenico, tutte le molecole MHC sono non-self ¢

possono essere riconosciute dai linfociti T alloreattivi.
» Invece, durante una infezione, su una APC le molecole MHC associate ad un

peptide non-self sono meno dello 0,1-1%.



cross-reattivita

Linfocita T specifico per
MHC self + peptide non-self

peptide self

/'

MHC allo

.

peptide non-self

comunque diversi da
MHC self + peptide self

Le risposte sono molto forti perche la frequenza dei linfociti T che possono riconoscere
molecole MHC allogeniche ¢ molto alta:

» Un singolo MHC si pud combinare con molti peptidi e questo puo portare ad attivazione di
diversi cloni di linfociti T con diversa specificita

» Ogni APC esprime migliaia di copie dello stesso MHC




fase piu tardiva

&7, , Linfocita B
1" del ricevente specifico
per I’'MHC del donatore

B Riconoscimentd(indiretto degli alloantigenf
. (indiret) i

MHC ~ APC Linfocita T CD4+*
allogenico _del ricevente alloreattivo

Il linfocita T folllcolare Antlcorpl \

helper CD4+* riconosce SpeCIfICI per I'MHC
il Complesso peptide—MHC del donatore
del donatore =
sul linfocita B del ricevente [Danno o ?rapna_nto]
MHC self = Il linfocita T CD4+ - da anticorpi
Le APC del ricevente riconoscelMHC M.  _.---77 )77 -
catturano processato del donatore 3
e processano che épresentato SR - A JBRN-------- ,;o®o Citochine

’MHC del donatore  con I’MHC della DC °@® inflammatorie

del ricevente

Danno al trapianto
Come qualsiasi altro peptide non-self... Il linfocita T helper CD4+ da inflammazione
riconosce il complesso
peptide-MHC del donatore legato al’MHC
del ricevente sul macrofago
del tessuto trapiantato del ricevente




Attivazione dei linfociti T alloreattivi

A Sensibilizzazione Trasporto Attivazione dei linfociti T,
- Allotraniant degli alloantigeni generazione dei linfociti T effettori
olrapiantQ uuu al linfonodo Vaso mediante la presentazione diretta
&(6“’0 Cellula (rene) G linfatico o indiretta dell’antigene
A\ T dendritica &£ - afferente_ ;o
del donatore/— i &’\\«: 7 o Linfociti
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Cellula ,
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Migrazione

Secrezione| @ 4 © dei linfociti T
di citochine Gﬁ ~ effettori
’ S all’allotrapianto

Attivazione dei linfociti T effettori da parte
dell’alloantigene; rigetto del trapianto

Molte cellule T alloreattive sono cellule
della memoria (contro Ag microbici)
che cross-reagiscono con molecole
MHC allogeniche (piu veloci, piu
potenti).




Riconoscimento allogenico di molecole MHC
e meccanismi effettori del rigetto
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Innate immune responses in allotransplantation
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Meccanismi immunologici del rigetto del trapianto

Hyperacute rejection

Blood
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Rigetto cronico

Arteria/
Arteriola

Macrofago £ /j

Reazione
inflammatoria
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parete del vaso,
proliferazione
delle cellule
muscolari lisce
dell’intima,
occlusione
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Rigetto cronico

e 50% dei trapianti

e Sopravvivenza a 10 anni (rene): ~60%

e E’ la causa principale del rigetto, e si puo sviluppare dopo episodi clinicamente evidenti di
rigetto acuto

e Associato ad alterazioni patologiche specifiche dell’organo coinvolto:

Rene: fibrosi interstiziale, inspessimento e occlusione dei vasi, arteriolosclerosi, glomerulosclerosi;
insufficienza renale

Cuore: iperplasia intimale e fibrosi vascolare; scompenso cardiaco, aritmie.
Polmoni: bronchiolite obliterante l
OCCLUSIONE ARTERIE — DANNO ISCHEMICO — PERDITA FUNZIONALITA’

Fattori immunologici e non (denervazione, ischemia, iperlipemia, ipertensione, terapia
immunosoppressiva)



Risposta di riparazione al
danno subito in seguito a
rigetto acuto, linfociti e
anticorpi, ischemia
perioperatoria, effetti tossici
farmaci immunosoppressori,
infezioni

s

Solid organ transplantation

DA

W

Alloimmunity

eV

Rigetto cronico

T

Donor MHC

Attivazione linfociti T
alloreattivi, produzione di
citochine, proliferazione
muscolatura liscia dei vasi,
riduzione apporto di sangue,
sostituzione del parenchima
con tessuto fibrotico

@ S e bl Dad
@ Coee S Uy & =
T P PSSO I = S~z
1 Tregs TTh17 Humoral immune
response to self-Ags
s 7

Growth factors upregulation

Fibrosis

1

Chronic rejection

N. Angaswamy et al. / Human Immunology 74 (2013) 1478-1485



Prevention

Graft survival after transplantation varies depending on the graft source:

- Related donors will share more alleles of polymorphic genes, including MHC genes, than
unrelated donors.

- Survival of grafts from deceased donors is on average lower than from either related or

unrelated living donors because there is more ischemic damage to organs removed after
death of the donor.

Minimize allo-antigenic differences between donor and recipient:
- ABO group compatibility.

- The larger the number of MHC alleles that are matched between the donor and recipient,
the better the graft survival.

- Screenings for the presence of preformed antibodies against donor MHC molecules or other
cell surface antigens.

Cross-matching test:
The serum of the recipient is challenged with cells from the donor, complement is added and
cell death is evaluated



Trattamento

Nella prevenzione e nel trattamento del rigetto sono usati diversi
tipi di farmaci immunosoppressori che inibiscono o uccidono |

linfociti:
1. Agenti anti-proliferativi
2. Steroidi

3. Modulazione/deplezione linfociti T

4. Blocco citochine

Convenzionali: inibiscono sia le risposte aberranti che quelle normali (non specifici)

Di nuova generazione: non agiscono sulle risposte normali (maggiore specificita)



azathioprine+corticosteroids

109~ cyclosporine+ corticosteroids

Survival, %

1 3 6 12 24 36

Time after transplantation, months

Cyclosporine
introduced

.
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Five-year survival (%)
of cardiac allograft patients
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La ciclosporina A...

Conventional therapy + CsA

4 HLA mismatch
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4 6
time (months)

8 10 12

Azathioprine: since 1959




John J. Fung, Thomas E. Starzl:

FK506 in solid organ transplantation.

Therapeutic Drug Monitoring, vol.
17:592 - 595 (1995).

...e il Tacrolimus

All'Universita di Pittsburgh, il pioniere del trapianto di
fegato Thomas Starzl introduce nella pratica clinica l'uso
del’FK506 nella terapia di profilassi del rigetto acuto nei
trapianti di organi solidi (1987).

Il nome della molecola FK506 diventera poi Tacrolimus.
Questa sua scelta modifichera gradualmente tutti i
protocolli di terapia antirigetto nel mondo, sostituendo in

maniera irreversibile I'uso della ciclosporina.

Approvato da FDA nel 1994, da EMA nel 2007-2009



Ciclosporina A (CsA) e Tacrolimus (FK506)
interferiscono con l'attivazione del TCR

Ca?o ‘
/’. Calcmeunn ®\
Calmodulin 5 '\
m Blocco proliferazione e
differenziazione linfociti T,
Transcnptaon
(i.e. of IL2) ma non solo... >

Fantini MC, Nature Clinical Practice Gastroenterology & Hepatology (2006)



T

ma anche...

Immunological effects of cyclosporin A and tacrolimus

Cell type Effects

T lymphocyte || Reduced expression of IL-2, IL-3, IL-4, GM-CSF, TNF-c

Reduced proliferation following decreased IL-2 production

Reduced Ca*-dependent exocytosis of granule-associated serine esterases
Inhibition of antigen-driven apoptosis

B lymphocyte Inhibition of proliferation secondary to reduced cytokine production by
T lymphocytes

Inhibition of proliferation following ligation of surface immunoglobulin

Induction of apoptosis following B-cell activation

Granulocyte Reduced Ca*-dependent exocytosis of granule-associated serine esterases

Unspecific immunosuppression...



Corticosteroid therapy

Physiological

Effect on SHecte

l IL-1, TNF-oc, GM-CSF l Inflammation
IL-3, IL-4, IL-5, CXCL8 | y caused by cytokines

{ NOS | NO

{ Phospholipase A, l Prostaglandins and
{ Cyclooxygenase type 2| 4 Leukotrienes
t Lipocortin-1

Reduced emigration of

Adhesion molecul
+ Adhesion molecules ., 4 ocvtes from vessels

Induction of apoptosis
t Endonucleases in lymphocytes and
eosinophils

Unspecific immunosuppression...



Metodi per indurre una tolleranza specifica:
perché sono auspicabili?

1. La tolleranza al trapianto e specifica per gli alloantigeni.

2. Evita i problemi legati all'immunosoppressione aspecifica:

» aumentata suscettibilita alle infezioni;
» sviluppo di tumori;
» tossicita legata ai farmaci.

3. Riduce le possibilita di insorgenza del rigetto cronico.

l

Possibili approcci:
blocco molecole di costimolazione, deplezione di sottopopolazioni linfocitarie, cellule Treg



Farmaci immunosoppressori agiscono a diversi stadi
dell’attivazione di linfociti T alloreattivi

Targets for the immunosuppressive drugs used in organ transplantation

signal 1 dendritc cel
peptide:MHC
complex
i 1 signat 3 )
signal 2 basiliximab
belatacept | ﬂ"'l CD3 5 ;
alemluzumab
?_\. L-' IL-2
EDEED I:DEB H . ' IL 2‘ m receptor
| P
cyclosporin «:BTCR-CD3 mTﬂH

henolat tacmllmus 5|rnllmus
'“:?Et'ﬁ..:?p”.?nie mﬂme"rm
cydW[:DK
cell
cycle "'--n- IL-2 T el

Inibitori dell’attivazione dei linfociti
T (CsA, FK506)

Inibitori della proliferazione
(rapamicina/sirolimus, via IL-2R)
Antimetaboliti (azatioprina, mofetil
micofenolato/MMF, MTX)

Anticorpi monoclonali (anti-CD3;
anti-IL2R/CD25; anti-CD20)

Blocco costimolo (anti-CD80/CD86;
CTLA-4lg; anti-CD40L)

Inibizione inflammazione (anti-TNF;
anti-IL-1)

Inibitori della migrazione (anti-
S1P/FTY720; anti-integrine)
Induzione Treg



5. Blocco del costimolo
(anti-CD80/CD86; CTLA-4lg; anti-CD40L)

A 4

T cells that recognize graft
antigens become activated

Graft rejected

CTLA-4lg
belatacept

A 4
T cells that recognize graft antigens
lack costimulation and become anergic

Graft survives




8. Induzione Treg

Nature Reviews | Immunology

Hature Reviews | Immunology

Le cellule T regolatorie come strumento per I'induzione della

tolleranza dei trapianti




ALTRI TIPI DI TRAPIANTO:

> ILTRAPIANTO DI MIDOLLO OSSEO

> Il TRAPIANTO DI MICROBIOTA FECALE (FMT) (sperimentale)



What to Know About Hematopoietic
Stem Cell Transplantation

| . Treats some blood cancers
and immune disorders

| A conditioning regimen

| is required (which can

| include radiation and/or

| chemotherapy medications)
|
!

Donors can be the recipient

themselves or a donor with

a matching HLA type
may volunteer

7 N Infusion may take
several hours



GLIISCRITTI AL REGISTRO
DONATORI DI MIDOLLO OSSEO
IBMDR AL 31/12/2023:

496.754

e o o | °® 0o 0 @
ey e
NEL 2022: NEL 2023:

329 399

| NUOVI ISCRITTI:

29.086

......... | DONATORI sssescessosncessosrcsssosne

IDENTIKIT DEL DONATORE:

65.2%
MASCHIO

89%
HA DONATO

IL SANGUE
PERIFERICO

| FUORIUSCITI DAL REGISTRO:

15.738

..........

..........
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239 DONAZIONI

IN FAVORE DI PAZIENTI ITALIANI

i
PRERRRIOTT

160 DONAZIONI
PER PAZIENTI INTERNAZIONALI

REPORT ANNUALE 2023




@

VOLANO | TRAPIANTI DA
DONATORE VOLONTARIO

Per la pima volta, nel 2023, & stata
superata quota mille nei trapianti eseguiti
grazie ad un donatore volontario (1.023 gli
interventi). Di questi, i 90% & stato
realizzato con staminali da sangue
periferico, mentre solo il 9% con cellule da
sangue midollare.

Crescono anche le ricerche attivate per
individuare un donatore compatibile sia in
favore di pazienti nazionali (2.197 nel 2023,
+8.2% rispetto all'anno precedente) che per
pazienti internazionali (1.600 nel 2023,
+18.4% sul 2022); segnale, quest'ultimo, di
una sempre maggiore affidabilita del
nostro Registro anche a livello mondiale.

Buone notizie: grazie al miglioramento
delle tecniche trapiantologiche e delle
terapie di supporto, le richieste per
identificare  un  donatore  volontario
compatibile per i pazienti over 60 sono
aumentate del 54.8% nel 2023 rispetto al
2019,

88.315

al 31/12/2023

3.366
nel 2023

ALLOGENICI

45.936

al 31/12/2023

e

1.991
nel 2023



TRAPIANTI DI CELLULE STAMINALI EMOPOIETICHE

Andamento annuale - dettaglio per sorgente +6,5%
. Midollo osseo - Sangue periferico . Sangue cordonale Variazione % rispetto al 2022 1.023
1000
800
733
B Ll
.
200

0 2014 20715 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

FONTE: REGISTRO IBMDR. 35



Stem cell transplant

Stem cells are

Collection of patient separated and removed
blood stem cells

Remaining blood
is returned

Patient receives ‘_ ‘ to patient
1 pretreatment to release

HSC from bone marrow
aTo Stem cells
: k are frozen

into bloodstream
ﬂ Thawed stem cells—— \ until needed

are infused back
into patient

r / Patient receives
- supportive treatment to
Cleveland Il
Clinic help bone marrow regrow

©2023

v



G-CSF-induced HSC mobilization

HSC mobilization into the
Limited HSC egress bloodstream

( Blood

G-CSF

R

G-CSF Proteolytic
" environment

Osteoblast and
reticular cells

G-CSF promotes mobilization of committed myeloid cells by inducing the expression of the transcriptional repressor GFI-1 which acts directly on the gene of
the chemokine recptor CXCRA4, attenuating the responsiveness to the ligand CXCL12/SDF-1.

HSC: hematopoietic stem cells
G-CSF: granulocyte-colony stimulating factor



Comparison of plerixafor and G-CSF induced mobillization

Plerixafor

|

Distruption of
CXCR4/CXCLI12
interaction

G-CSF

|
- @

10-16 h l

Blood

Downregulation
CXCLI12 production in the

Attenuation of
integrin function

bone marrow

4-5 days

|

!

Blood

Induction of a
proteolytic
environment




HAPLOIDENTICAL HEMATOPOIETIC STEM CELL (HSC) TRANSPLANTATION

Father Mother

=]
=
pREEEY

Paternal Haplotypes Maternal Haplotypes

Child

BM mobilization with
G-CSF or
G-CSF + CXCR4
antagonist

v

DONOR

The New England Journal of Medicine

TREATMENT OF HIGH-RISK ACUTE LEUKEMIA WITH T-CELL-DEPLETED STEM
CELLS FROM RELATED DONORS WITH ONE FULLY MISMATCHED
HLA HAPLOTYPE

Franco Aversa, M.D., Antonio Tasiuio, M.D., Anprea VeLarpl, M.D., Isager CunningHam, M.D.,
ADpeLMo Terenzl, M.D., Franca FaLzetm, M.D., Lorepana Rucaerl, M.D., Giuuana BareasieToLa, M.D.,
CynTHIA ARISTEI, M.D., PaoLo Lating, M.D., Yair Reisner, PH.D., ano Massivo F. MarTeLL, M.D.

CD34+
Top+
. Graft o Infusi
Yot i P nfusion
processing | ° . CD3————*
NK cells [ MY
B cell CONDITIONED
celis RECIPIENT



THE CHALLENGE OF o/ T-CELL-DEPLETED HAPLO-HSCT:

IMPROVING IMMUNE RECONSTITUTION,
REDUCING OPPORTUNISTIC INFECTIONS
WITHOUT CAUSING GVHD



T-CELL DEPLETED HAPLOIDENTICAL HEMATOPOIETIC STEM CELL (HSC)
TRANSPLANTATION

Father Mother _
The New England Journal of Medicine
A = -
g = = TREATMENT OF HIGH-RISK ACUTE LEUKEMIA WITH T-CELL-DEPLETED STEM
DR 1] = CELLS FROM RELATED DONORS WITH ONE FULLY MISMATCHED
DP ' EE (=] HLA HAPLOTYPE
DQ N ] ‘-

Franco Aversa, M.D., Antonio Tasiuio, M.D., Anprea VeLarpl, M.D., Isager CunningHam, M.D.,
ApeLmo Terenzl, M.D., Franca Farzeti, M.D., Lorepana RuGGerl, M.D., GiuLiana BareasieToLa, M.D.,
CynTHIA ARIsTEl, M.D., PaoLo Lating, M.D., Yair Reisner, PH.D., anp Massivo F. MarTeLL, M.D.

Paternal Haplotypes Maternal Haplotypes
Science 2002

Effectiveness of Donor Natural
Killer Cell Alloreactivity in
Mismatched Hematopoietic

Transplants

Loredana Iluggeri,1 Marusca Capanni,1 Elena Urbani,-|
Child Katia I’erruccio,1 Warren D. Shlomchik,2 Antonella Tosti,!
Sabrina Posati,’ Daniela IT.oga'la,1 Francesco Frassoni,?
Franco Aversa,’ Massimo F. Martelli,’ Andrea Velardi*

® Cp34+

Mobilization ‘
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® .
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Origin and differentiation of KIR* alloreactive NK cells in the haplo-HSCT setting

A B

CD34

Donor-derived HSC
undergo maturation
2 weeks l in the bone marrow Leukemic
of the patient cell

CD94/NKG2A
4 - 6 weeks

Generation of
KIR+ cells

Donor’s alloreactive NK cells
kill leukemia blasts thanks to
the KIR/HLA-class | mismatch

Moretta L., et al. Blood 2011



NK CELLS
IN THE THERAPY OF LEUKEMIAS?

a Self ¢ Non-self
Self- -
MHC No lysis Non-self- Lysis
i class | MHC class |
Inhibitory - lecule molecule
0Q \

Activating Activating
receptor ligand

Nature Reviews | Immunology

NCR Ligand NCR Ligand

KIR' MHC-T®

KIR MHC-I-

KIR MATCH KIR MISMATCH



KIR-ligand incompatibility affects the outcome of haplotype-mismatched
BM transplant in leukaemic patients

Effectiveness of Donor Natural
Killer Cell Alloreactivity in
Mismatched Hematopoietic

Transplants
Loredana Ru, g1g a Capanni,’ Elena Urban

“:L:i, i s s.n:.f’ oy
KIR ligand incompatibility in GVH direction No Yes
Number of transplants S8 34
Donors displaying antirecipient NK clones 1/58 34/34*
Disease

ALL 21 14

AML 37 20
Transplantation outcomes

Rejection 15.5% 0%*

Acute GVHD, = grade I 13.7% 0%*
Probability of relapse at 5 years

ALL 90% 85%

AML 22% 0%**

P = 0.01; **P < 0.0008 (22).



NK cell-based approaches in the immunotherapy of leukemias

) | Infused cells

inducing
8 weeks Gyl
(graft vs leukemia)
Control of

infections .\ hito!

», < Preventing

GvHD

(graft vs host disease)

h’ preventing

\_ graft rejection

A novel approach of haplo-HSCT based on TCR o/B*- and B cell-depletion allows the infusion of donor-derived mature alloreactive NK cells
and TCR /8" cells together with HSC, thus allowing a better control of leukemia relapses, GvHD, graft rejection, and viral
infection/reactivation.



ALLOREACTIVE NK CELLS PROMOTE GVL EFFECTS IN THE ABSENCE OF GVHD

Donor Patient

Stem cells NK cells # #
B

Graft versus
# tumor effect

@ @ No GVHD on

Killing of receipient Tissue cells

(lack the expression of
DCS and T Ce”S @ @ @ the Iigands?or activating

NK cell receptors)



Tumor-targeted antibody strategies
to enhance NK cell activity
against leukemia

- Interrupt NK cell inhibition
- Provide co-stimulation
- Enhance targeting through CD16



NK CELL IMMUNOTHERAPIES AFTER ALLO-HSCT

O Design of CD16 target

agents: ! Killing Tumour cell

1. TRIiKE that incorporates IL-15 linker
2. TRIiKE that binds two different
tumor antigens

3. BiKE

4. ADAM17 inhibitor [} |

Immunological l J

Syna sg \/l 4 ] Tumour-specific mAB
Legend: ynap

- 8 8 i’

IL-15R

CD33 CD22 CD19

on

ADAM17 W
° IFN-y and pro
e inflammatory "‘\) @ Induction of
[ X ) i %
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ytokines e NK Cell —_— aptive NK cells
- Expand NK cells (¢ - NK-cell expansion
-1 Activation et IL-15R | - CD57\
¢ k18 Qo CMV infection
IL-12 ((5’
ALT 803 components: S
1. Fc-lgG1l Il GSK3 inhibition
2. 1L-15Ra-Sushi I NKG2A KIR
3. IL-15N72D mutant @
mADb to block mADb to block
NKG2A Y Y KIR (IPH2101)
@ Checkpoint inhibition
HLA E HLA-C
Tumour cell

Johnson et al., Int J Immunogenet 2018



STRATEGIES TO ENHANCE ADCC FOR Ab-BASED NK CELL THERAPIES
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Mehta R.S. et al., Front Immunol 2018



THE CHALLENGE OF o/ T-CELL-DEPLETED HAPLO-HSCT:

IMPROVING IMMUNE RECONSTITUTION,
REDUCING OPPORTUNISTIC INFECTIONS
WITHOUT CAUSING GVHD



iICasp9: A SUICIDE GENE-BASED NOVEL STRATEGY
FOR ADOPTIVE IMMUNOTHERAPY
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N Engl J Med. 2011 Nov 3;365(18):1673-83. doi: 10.1056/NEJMoa1106152.

Inducible apoptosis as a safety switch for adoptive cell therapy.

Di Stasi A1, Tey SK, Dotti G, Fuijita Y, Kennedy-Nasser A, Martinez C, Straathof K, Liu E, Durett AG, Grilley B, Liu H, Cruz CR, Savoldo B, Gee AP, Schindler J,
Krance RA, Heslop HE, Spencer DM, Rooney CM, Brenner MK.




Inducible Apoptosis as a Safety Switch
for Adoptive Cell Therapy
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ALTRI TIPI DI TRAPIANTO:

» |IL TRAPIANTO DI MIDOLLO OSSEO

> 1| TRAPIANTO DI MICROBIOTA FECALE (FMT) (sperimentale) >




Figura N6 - | trapianti sperimentali FMT approvati dal CNT nel 2023 con indicazione clinica diversa da
infezioni CDI ricorrenti e refrattarie alla antibiotico terapia standard

4) 5)
Colite ulcerosa Infezione primaria da C.
lieve-moderata difficile




[\ IL TRAPIANTO DI MICROBIOTA FECALE (FMT) Fonte dati: Registro Programma Nazionale FMT

Figura N3 - Tipologia di infusioni FMT - Periodo 1 aprile 2020-31 dicembre 2023

PROCEDURE PROCEDURE CON
SINGOLE MULTINFUSIONI
187 (DUE O PIUEFFETTUATE
ENTRO 10 GG)
27

Multinfusioni
doppie

TOT
214

Multinfusioni
triple

Figura N4 - Programma Nazionale FMT: caratteristiche trapiantial 31/12/2023

@ Via di somministrazione colonscopia
NUMERO
TRAPIANTI 100%

2 1 "' @ Trapianto con materiale congelato

87%

Figura N5 - Programma Nazionale FMT: outcome trapiantial 31/12/2023

@ Follow up completato a 8 settimane
NUMERO
TRAPIANTI 66%

214 o Eventi/reazion avverse gravi

0%

92% Risoluzione clinica
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