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Editoriale
Giorgio Lambertenghi Deliliers
Fondazione Matarelli - Milano

Negli ultimi decenni abbiamo assistito ad un progressivo e
significativo miglioramento nel trattamento delle emopatie
neoplastiche, grazie all’introduzione di farmaci ad alta se-
lettività per uno specifico bersaglio cellulare. Più recente-
mente sono state introdotte terapie immunobiologiche per
l’eradicazione dei residui minimi di malattia, responsabili
di recidive anche a distanza di anni. A queste è dedicato il
numero attuale di Ematologia Oncologica.it. 
È noto che l’immunoterapia può essere praticata con
modalità differenti. La forma passiva agisce tramite l’uso di
anticorpi diretti contro specifici antigeni tumorali. Viceversa,
la forma attiva si basa su farmaci che inibiscono molecole
espresse sulla membrana dei linfociti T (immune check-point
inhibitors), su anticorpi bi-specifici capaci di creare un
efficace ponte molecolare tra la cellula tumorale e la cellula
T effettrice, e su cellule T ingegnerizzate per esprimere un
recettore per l’antigene chimerico (CAR T-cells). Inoltre sono
in corso sperimentazioni cliniche con nanoparticelle
immunoswitch, con vaccinazioni a base di peptidi antigenici
e con citochine immunostimolatorie. Tutte queste modalità
di immunoterapia hanno aperto prospettive affascinanti nel
campo dei tumori del sangue, anche se ancora oggi molte
variabili ne condizionano il successo. 
Il primo esempio di immunoterapia lo dobbiamo al rituxi-
mab, l’anticorpo anti-CD20 chimerico che ha rivoluzionato
il trattamento dei linfomi maligni. La segnalazione di neo-
plasie a cellule B resistenti ha portato alla sintesi di altri an-
ticorpi completamente umanizzati, che sembrano essere
superiori al rituximab. L’utilizzo di coniugati farmaco-anti-
corpo ad alta capacità di legame su precisi target per ottenere
un killing neoplastico selettivo con minimi effetti collaterali,
sta assumendo una posizione di primo piano in alcune neo-
plasie linfatiche. Grande interesse stanno suscitando anche
le terapie con gli inibitori dei checkpoints, gli anticorpi bi-

specifici e le CAR T-cells. Analoghe considerazioni si possono
fare per il mieloma multiplo, patologia ancora incurabile no-
nostante i notevoli progressi di questi ultimi anni. Recente-
mente sono stati utilizzati diversi tipi di anticorpi
monoclonali chimerici o umanizzati, da soli o in varie com-
binazioni polichemioterapiche. Questi esercitano un’attività
citotossica con un meccanismo cellulo-mediato o legandosi
ad un epitopo specifico della glicoproteina transmembrana
CD38 oppure bloccando l’attività immunitaria con l’espres-
sione di ligandi dei recettori checkpoint. Infine ancora speri-
mentali sono i tentativi di immunoterapia con CAR T-cells,
dirette contro target specifici della cellula mielomatosa. L’ef-
ficacia clinica e/o la loro potenziale tossicità, dovuta al rila-
scio di citochine, stanno sollevando alcune perplessità.
Nelle leucemie dell’età pediatrica esiste la necessità di mi-
gliorare ulteriormente la sopravvivenza globale con nuove
strategie immunoterapiche basate su anticorpi monoclonali
e su cellule linfocitarie antitumorali potenziate tramite la
terapia genica. Le CAR T-cells di prima e seconda genera-
zione vengono attualmente utilizzate in protocolli speri-
mentali nelle forme linfatiche e mieloidi, che esprimono un
ampio spettro di antigeni potenzialmente bersagliabili. I ri-
sultati sono promettenti, anche se è necessario migliorare il
processo di manipolazione delle cellule e dei geni, nonchè
gestire i meccanismi di evasione immunologica. Analoga-
mente nella leucemia linfoblastica acuta dell’adulto, lo svi-
luppo dell’immunoterapia sta aprendo nuove prospettive
per migliorare la prognosi, attualmente largamente insod-
disfacente soprattutto negli anziani. Nuovi anticorpi mo-
noclonali bi-specifici o coniugati ad agenti citotossici sono
stati sviluppati per i pazienti in recidiva o con malattia mi-
nima residua. Studi iniziali confermano la fattibilità e l’ef-
ficacia delle CAR T-cells, nonostante l’elevata incidenza di
importanti effetti collaterali.
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Elementi di immunoterapia

Francesco Di Virgilio, Anna Lisa Giuliani
Dipartimento di Morfologia, Chirurgia e Medicina Sperimentale, Università degli Studi di Ferrara

Introduzione
L’introduzione dei farmaci di origine biologica ha rivoluzionato la tera-
pia di molte patologie neoplastiche o su base infiammatoria cronica.
Nonostante il costo a volte molto elevato di questi trattamenti (e le ine-
vitabili ricadute sui Sistemi Sanitari Nazionali), la disponibilità di far-
maci ad alta selettività per uno specifico bersaglio cellulare ha accresciuto
enormemente l’efficacia del nostro armamentario terapeutico. Ciò non
implica in nessun modo un pensionamento anticipato dei farmaci di
sintesi chimica, ma piuttosto il loro affiancamento con nuove molecole
di origine biologica caratterizzate da alta specificità e selettività, e perciò
in grado di interagire con un determinato bersaglio molecolare con
grande, virtualmente assoluta, precisione. L’impiego di molecole im-
munomodulatorie di origine biologica ha subito una vigorosa accelera-
zione a partire dal 1997, quando l’anticorpo monoclonale rituximab
(diretto contro il determinante di superficie CD20, espresso dai linfociti
B nelle fasi iniziali del differenziamento) ricevette dalle autorità regola-
torie statunitensi (FDA) l’autorizzazione per il trattamento di neoplasie
del sistema linfopoietico ed, in seguito, di leucemie e linfomi a cellule
B e di alcune patologie autoimmuni (1,2).
L’impetuoso sviluppo delle terapie immunobiologiche si è basato, da
un lato sui progressi delle tecniche di biologia molecolare e di ingegne-
rizzazione cellulare e dall’altro su un radicale mutamento di paradigma
nella terapia dei tumori (3). Infatti, il perfezionamento delle tecniche di
manipolazione di cellule ed anticorpi ha permesso di produrre molecole
ricombinanti virtualmente specifiche per qualsiasi bersaglio cellulare e,
grazie all’introduzione delle tecniche di umanizzazione degli anticorpi
monoclonali, ha ridotto sostanzialmente il rischio di reazioni avverse.
Inoltre, le nuove terapie antitumorali hanno progressivamente spostato
l’enfasi dalla cellula neoplastica al contesto in cui si sviluppa la neoplasia
(il microambiente tumorale), di cui il sistema immunitario è un com-
ponente fondamentale (4). Per usare una perifrasi, si sta rapidamente af-
fermando una nuova concezione della lotta contro i tumori basata su
una più approfondita comprensione dell’ecologia del tumore, cioè dei
rapporti che il tumore stabilisce con il microambiente che lo circonda
e, più in generale, con l’organismo che lo ospita (3,5).

L’immunoterapia dei tumori ha attraversato fasi alterne nel suo svi-
luppo, fin dai tentativi iniziali di William Coley che nel 1891 spe-
rimentò l’effetto dell’inoculo intratumorale di Streptococcus
pyogenes e di Serratia marcescens (6). Coley aveva notato che pazienti
affetti da sarcoma che contraevano l’erisipela andavano occasio-
nalmente incontro a remissione spontanea, ed aveva postulato che
la concomitante infiammazione esercitasse una risposta citotossica
contro il tumore. Questi primi tentativi di stimolare un’attiva ri-
sposta immunitaria antitumorale furono abbandonati nel corso
degli anni, con l’eccezione della terapia locale del carcinoma ve-
scicale con il bacillo di Calmette-Guerin (7), e furono soppiantati
dal trasferimento passivo di anticorpi (immunoterapia passiva) di-
retti contro proteine espresse da cellule tumorali (8). L’impiego di
questi bio-farmaci, ben radicato nella terapia di tumori solidi ed
ematologici, è giustificato dai loro molteplici meccanismi d’azione,
tra cui l’abilità di inibire specifiche vie di attivazione coinvolte
nell’oncogenesi, la capacità di opsonizzare le cellule tumorali, di
indurre una reazione citotossica anticorpo-dipendente (antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC), o di stimolare la ri-
mozione delle cellule tumorali per fagocitosi.    
Si può considerare un esempio di immunoterapia passiva anche il
trasferimento di cellule T da donatore nel contesto del trapianto al-
logenico di midollo osseo. Tuttavia l’azione terapeutica della reazione
dei linfociti trapiantati (graft-versus-leukemia effect) oltre all’uccisione
diretta delle cellule leucemiche da parte dei linfociti del donatore
sfrutta anche un effetto stimolatorio più ampio sull’immunità innata
ed acquisita, il che colloca il trapianto di midollo allogenico di buon
diritto tra le tecniche di immunoterapia attiva (9).

Elementi di immunologia
La risposta immunitaria contro i tumori evolve schematicamente at-
traverso tre fasi schematizzate in Figura 1:
• le cellule dendritiche dell’ospite endocitano gli antigeni delle cellule

tumorali, li elaborano e li associano ai complessi maggiori di isto-
compatibilità di I e II classe (MHC-I e MHC-II);
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Figura 1 - La risposta immunitaria contro i tumori. Tre fasi sono evidenziabili: 1) gli antigeni tumorali vengono internalizzati dalle cellule dendritiche dell’ospite che li
processano ed associano a molecole MHC-II; 2) negli organi linfatici le cellule dendritiche presentano gli antigeni tumorali ai linfociti T; questo rappresenta un passaggio
chiave poiché la presentazione dell’antigene da parte di cellule dendritiche non adeguatamente stimolate da segnali immunostimolanti accessori promuove l’espansione di
popolazioni cellulari Treg soppressorie. 3) i linfociti T attivati migrano dai linfonodi al tumore dove esercitano la loro azione citotossica sulle cellule neoplastiche. Al fine di
evitare fenomeni autoaggressivi, i linfociti T esprimono anche molecole inibitorie, tra cui CTLA-4 e PD-1. Le cellule dendritiche stimolate esprimono CD80 e CD86 che
legano il recettore CTLA-4 dei linfociti T e ne modulano negativamente l’attività. Le cellule tumorali esprimono PD-L1, l’agonista naturale di PD-1. Il legame PD-
L1/PD-1 induce anergia o morte dei linfociti T. L’azione citotossica antitumorale dei linfociti T viene favorita dalla presentazione da parte delle cellule tumorali di peptidi
derivati da TAA associati a molecole MHC-I. L’immunosoppressione nel microambiente tumorale viene sostenuta dall’azione delle cellule MDSC e dall’incremento della
produzione di arginasi. CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; MDSC, myeloid derived suppressor cells; PD-1, programmed cell death-1; PD-L1, programmed cell
death ligand-1; TAA: tumor associated antigens (6).
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• negli organi linfatici le cellule dendritiche presentano gli antigeni
tumorali ai linfociti T;

• i linfociti T attivati dalle cellule dendritiche lasciano i linfonodi e
penetrano nel tumore, dove esercitano la loro azione effettrice.

Queste tre fasi sono modulate in modo molto complesso nel mi-
croambiente tumorale e negli organi linfatici. Gli antigeni tumorali
possono essere più o meno specifici, ed in ogni caso la loro elabo-
razione da parte delle cellule dendritiche è soggetta all’azione di
numerosi fattori promoventi l’attivazione (maturazione) delle cel-
lule dendritiche stesse (10). Per esempio, agonisti dei toll-like recep-
tors (TLRs) potenziano l’elaborazione e la presentazione degli
antigeni. Un’azione simile è svolta anche dai segnali di danno en-
dogeno o di allarme come le high mobility group proteins o l’ATP
extracellulare (11). Questi fattori endogeni, noti anche come
DAMPs (damage-associated molecular patterns) rivestono un ruolo
importantissimo nella stimolazione dell’immunità anti-tumorale
anche nel corso della terapia con alcuni chemioterapici citotossici
che causano una forma particolare di morte cellulare nota come
morte cellulare immunogenica (12,13).
La stimolazione delle cellule dendritiche da parte dei DAMPs po-
tenzia la presentazione degli antigeni tumorali attraverso molecole
MHC-I e MHC-II e la successiva stimolazione dei linfociti T CD4+

e CD8+. In assenza di stimoli immunogenici accessori, le cellule den-
dritiche che migrano alle stazioni linfatiche piuttosto che una rispo-
sta protettiva inducono una risposta tolerogenica, o addirittura
provocano anergia.
La migrazione delle cellule dendritiche dal sito tumorale alle stazioni
linfatiche permette l’attivazione e l’espansione di popolazioni linfo-
citarie effettrici, tra cui cellule natural killer (NK) e T natural killer
(NKT) (14). La stimolazione della risposta immunitaria nelle sedi lin-
fonodali rappresenta un passaggio chiave nell’immunità anti-tumo-
rale perché la presentazione dell’antigene da parte di cellule
den dritiche non adeguatamente stimolate da segnali immunostimo-
lanti accessori promuove l’espansione di popolazioni cellulari Treg
soppressorie. Lo sviluppo di una efficiente risposta immunitaria ri-
chiede una rigorosa modulazione dell’attivazione delle cellule T al
fine di evitare fenomeni autoaggressivi, per questo i linfociti T espri-
mono anche molecole inibitorie. Una delle più importanti e di
grande rilievo nell’immunoterapia è CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte
antigen-4, CD152), un recettore di membrana espresso dai linfociti
T attivati che viene legato dalle molecole CD80 e CD86 espresse
sulla membrana delle cellule dendritiche antigene-stimolate (15). L’at-
tivazione di CTLA-4 modula negativamente le cellule T e perciò
inibisce potentemente l’immunità antitumorale.
Le cellule T tumore-specifiche migrano poi dalle stazioni linfatiche
al tumore e penetrano al suo interno. Durante la loro progressione,
i tumori sono infatti infiltrati da cellule linfoidi e mieloidi, tra cui
linfociti T CD8+, cellule Treg, macrofagi associati al tumore

(tumor-associated macrophages, TAM) e popolazioni di linfociti B
immunosoppressivi. Un infiltrato ricco in linfociti T CD8+ è con-
siderato un fattore prognostico positivo, soprattutto in presenza di
ridotti livelli di cellule Treg. Anche elevati livelli di macrofagi con
fenotipo M1, in grado di attivare cellule NK e di secernere cito-
chine di tipo Th1, sono considerati un indice prognostico favore-
vole (16). Al contrario, sono indicatori prognostici infausti
l’infiltrazione da parte di macrofagi di tipo M2, o la presenza nel
microambiente tumorale di alte concentrazioni di citochine im-
munosoppressorie quali IL-10 e TGFβ1, di fattore di crescita per
gli endoteli di tipo A (vascular endothelial growth factor A, VEGFA)
e di metallo proteasi rimodellanti la matrice (17). 
Questa fase della risposta immunitaria anti-tumorale è molto delicata
perché nel microambiente tumorale possono entrare in gioco diversi
meccanismi immunosoppressori che riducono fino ad annullare l’at-
tività antitumorale delle cellule immunitarie. Le cellule tumorali pos-
sono infatti inibire l’espressione di molecole MHC-I e di altri
antigeni, ostacolando così il loro riconoscimento da parte dei linfo-
citi T. Inoltre, le cellule T attivate esprimono il recettore PD-1 (pro-
grammed cell death-1) che è parte del fisiologico meccanismo di
feed-back che modula la risposta immunitaria, ed ha perciò funzione
inibitoria (18). Le cellule tumorali possono sovra-esprimere l’agonista
naturale di PD-1 (PD-1 ligand, PD-L1), e perciò sopprimere l’atti-
vità effettrice delle cellule T (19). Le cellule tumorali possono anche
rilasciare molecole immunosoppressorie, come l’indoleamina 2,3-
diossigenasi (IDO), o stimolarne la produzione a partite da precur-
sori che si accumulano nel microambiente tumorale, come nel caso
dell’adenosina che viene generata nello spazio interstiziale utilizzando
come precursore l’ATP extracellulare (20,21). L’adenosina è un potente
agente immunosoppressore che inibisce le risposte delle cellule T ef-
fettrici e potenzia l’attività Treg. Nel microambiente tumorale le cel-
lule T tumore-specifiche devono anche fronteggiare l’azione di
cellule mieloidi soppressorie (myeloid-derived suppressor cells, MDSC)
infiltranti il tumore. Le cellule mieloidi soppressorie elaborano sva-
riati fattori solubili che inibiscono la risposta immunitaria, tra cui
l’arginina ed il TGFβ (22).
Stanti queste premesse, sembra che tutto congiuri per rendere l’im-
munoterapia virtualmente impossibile per diversi motivi: gli anti-
geni associati al tumore sono in genere molto simili o addirittura
identici agli antigeni espressi dalle cellule normali; l’interferenza
con i fisiologici meccanismi di regolazione della risposta immuni-
taria è molto probabile che provochi un fenomeno autoaggressivo
(autoimmunità); il microambiente tumorale è intrinsecamente im-
munosoppressivo. Perciò l’immunità anti-tumorale è inesorabil-
mente destinata ad essere repressa proprio nel sito anatomico dove
la sua piena funzionalità è più necessaria. Tuttavia, i più recenti
successi dell’immunoterapia stanno a dimostrare che queste sco-
raggianti previsioni possono essere smentite.

Elementi di immunoterapia
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Immunoterapia
Le immunoterapie anti-tumorali sono generalmente classificate
come passive o attive, in base alla loro abilità di stimolare le risposte
del sistema immunitario dell’ospite contro le cellule tumorali (23).
L’utilizzo di anticorpi diretti contro cellule tumorali o l’infusione di
cellule T utilizzate per terapia adottiva sono considerate forme di
immunoterapia passiva poiché dotate di attività anti-neoplastica in-
trinseca (24,25). Al contrario, l’immunoterapia attiva prevede l’uso di
vaccini anti-cellule tumorali o di anticorpi (per es. check-point in-
hibitors) che svolgono un’azione anti-tumorale in seguito al recluta-
mento del sistema immunitario dell’ospite. In alternativa, le
immunoterapie anti-tumorali possono essere classificate in base alla
specificità antigenica. Perciò, gli anticorpi anti-cellule tumorali sono
considerati terapie antigene-specifiche, mentre le citochine im-
muno-stimolatorie e i check-point inhibitors, che attivano risposte
immunitarie ad ampia e non sempre ben definita specificità, sono
considerati non antigene-specifici (15,26). 

Immunoterapia passiva
Una forma molto diffusa e ben caratterizzata di immunoterapia pas-
siva è costituita dall’utilizzo di anticorpi diretti contro specifici an-
tigeni tumorali. Tali anticorpi sono in grado di svolgere una delle
seguenti funzioni:
• riconoscere le cellule tumorali che esprimono antigeni tumore as-

sociati (tumor-associated antigens, TAA), ovvero antigeni specifica-
mente o prevalentemente espressi dalle cellule tumorali ma non
dalle cellule normali di quel tessuto (27);

• alterare in modo specifico la sequenza di segnalazione intracellulare
attivata da recettori di membrana delle cellule tumorali (28);

• legare e neutralizzare segnali trofici rilasciati dalle stesse cellule
tumorali o dalle cellule dello stroma che supporta la neoplasia (29). 

Vengono correntemente utilizzate cinque diverse strategie nella tera-
pia con anticorpi anti-cellule tumorali (Figura 2, tabella1). 
La prima consiste di anticorpi che inibiscono vie di segnalazione ne-
cessarie per la sopravvivenza della cellula neoplastica o per la pro-

Figura 2 - Principali meccanismi di azione della immunoterapia. Vengono utilizzati: 1) anticorpi monoclonali nudi TAA-specifici con funzioni di osponizzazione, ADCC,
fagocitosi, attivazione del complemento; 2) anticorpi monoclonali coniugati a tossine o radionuclidi; 3) anticorpi monoclonali con attività di immune check point inhibitors
bloccando gli effetti della attivazione di PD-1 e CTLA-4; 4) anticorpi bifunzionali BiTEs in grado di indurre una stretta interazione tra linfociti T e cellule tumorali e di
attivare le cellule T in assenza di segnali co-stimolatori; 5) linfociti T ingegnerizzati esprimenti CAR in grado di riconoscere molecole di superficie indipendentemente da
molecole MHC. ADC, antibody-drug conjugated; ADCC, antibody dependent cell cytotoxicity; BiTE, bispecific T-cell engager antibody; CAR, chimeric antigen receptor;
CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; mAb, monoclonal antibody; PD-1, programmed cell death-1; PD-L1, programmed cell death ligand-1; TcR, T cell receptor (43). 
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gressione del tumore. Tra questi ricordiamo il cetuximab, un anti-
corpo monoclonale specifico per il recettore del fattore di crescita
per gli epiteli (epidermal growth factor receptor, EGF-R) che viene
utilizzato per il trattamento del cancro della testa e del collo (head
and neck carcinoma, HNC) e del carcinoma colorettale (colorectal
carcinoma, CRC) (30). 
La seconda strategia terapeutica prevede l’uso di anticorpi che atti-
vano recettori potenzialmente letali espressi sulla superficie delle cel-
lule neoplastiche, ma non della loro controparte normale. Tra questi
il tigatuzumab un anticorpo monoclonale specifico per il recettore
di membrana TNFRSF10B (noto anche come TRAILR2 o DR5)
appartenente alla superfamiglia dei recettori per il fattore di necrosi
tumorale (TNF) (31). Una terza strategia è costituita dai cosiddetti
immuno-coniugati, ovvero anticorpi specifici per TAA ai quali ven-
gono legate tossine o radionuclidi. Tra questi ricordiamo:
• il coniugato gemtuzumab-ozogamicina, un anticorpo anti-CD33

coniugato con calicheamicina che viene utilizzato per la terapia
della leucemia mieloide acuta (LMA) (32); 

• il coniugato inotuzumab-ozogamicina, un anticorpo anti CD22
coniugato con calicheamicina;

• il coniugato SGN-CD19A (denintuzumab mafodotin), un anti-
corpo anti CD19 coniugato con l’agente citotossico monometil
auristatina F; 

• il coniugato SAR3419 (ora noto anche con la denominazione di
coltuximab-ravtansine), un anticorpo anti CD19 coniugato al-
l’agente citotossico ravtansine DM4 utilizzato per la terapia del
linfoma diffuso a grandi cellule B (33,34).

Sono state portate in sperimentazione clinica anche miscele di due
anticorpi, anti CD19 e CD22, coniugati con la catena A della tos-
sina della ricina, somministrati in combinazione (combotox) (35). 
Per una rivisitazione degli approcci correnti di immunoterapia pas-
siva nella leucemia linfoblastica acuta il lettore può consultare la re-
cente rassegna di Ai e Advani (36).
La quarta strategia prevede l’uso di anticorpi TAA-specifici in grado
di eliminare le cellule tumorali grazie alla attivazione di un insieme
di reazioni: opsonizzazione e perciò attivazione della ADCC, fago-
citosi anticorpo-dipendente, e citotossicità mediata dalla attivazione
del sistema del complemento. Un esempio di questo tipo di anticorpi
è costituito dal rituximab, un anticorpo anti CD20, attualmente uti-
lizzato per il trattamento della leucemia linfatica cronica (LLC) e dei
linfomi non-Hodgkin (37). Un altro esempio è costituito dall’elotu-
zumab, un anticorpo IgG1 umanizzato diretto contro l’antigene
SLAMF7 (signaling lymphocytic activation molecule family 7) noto
anche come CS-1 (cell-surface glycoprotein CD2 subset 1). SLAMF7
è espresso sulle cellule NK, e si rinviene nel 95% dei pazienti con
mieloma multiplo. Elotuzumab è l’unico anticorpo monoclonale
che, in associazione con lenalidomide e desametasone, è giunto con
incoraggianti risultati in fase 3 nella cura del mieloma multiplo (38).
Un’ultima strategia prevede l’utilizzo dei cosiddetti BiTEs (BiTE,
bispecific T cell Engager), ovvero anticorpi bifunzionali chimerici for-
mati dalle regioni variabili di due diversi anticorpi monoclonali, uno
diretto contro un TAA e l’altro contro un antigene di superficie dei
linfociti T (39). Un esempio è costituito dal blinatumomab, un BiTE
specifico per CD19 e CD3, recentemente approvato per il tratta-

Tabella 1 - Principali anticorpi monoclonali utilizzati nella immunoterapia passiva.

Strategia terapeutica Anticorpi Bersagli Tumori trattati

Inibizione di vie di segnalazione essenziali
per la sopravvivenza della cellula neoplastica

Cetuximab EGF-R Carcinomi della testa e del collo
(HNC); carcinoma del retto-colon
(CRC)

Attivazione di recettori letali per la cellula neoplastica Tigatuzumab TNFRSF10B Carcinoma della mammella triplo
negativo

Veicolazione di tossine o radionuclidi attraverso
il legame con antigeni tumorali specifici

Gemtuzumab-ozogamicina

Inotuzumab-ozogamicina

CD33

CD22

Leucemina mieloide acuta (LMA)

Leucemia linfoblastica acuta (LLA)

Stimolazione di osponizzazione, fagocitosi, ADCC,
attivazione del complemento attraverso il legame
con antigeni tumorali specifici

Rituximab

Elotuzumab

CD20

SLAMF7

Leucemia linfocitica cronica
(LLC/LINFOMI B)
Mieloma multiplo (MM)

Promozione dell’interazione cellula tumorale-linfociti T at-
traverso anticorpi bifunzionali chimerici specifici per un an-
tigene tumorale e per il recettore CD3 dei linfociti T (BiTEs)

Blinatumomab CD19+CD3 Leucemia linfoblastica acuta
(LLA negativa per il
cromosoma Philadelphia)
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mento della leucemia linfoblastica acuta (LLA) a cellule B negativa
per il cromosoma Philadelphia (40). 
L’attività terapeutica degli anticorpi opsonizzanti e dei BiTEs implica
la partecipazione del sistema immunitario. Perciò queste strategie
possono essere anche annoverate tra le immunoterapie attive. D’altra
parte, anche anticorpi cosiddetti nudi possono essere considerati a
pieno titolo agenti immunoterapeutici attivi poiché la loro attività
terapeutica risiede in parte o in tutto nella loro capacità di stimolare
il sistema immunitario dell’ospite. Per esempio il cetuximab, oltre
ad inibire l’EGF-R, è anche in grado di promuovere l’ADCC e di
indurre effetti immunostimolatori ad ampio spettro (41). Analoga-
mente, l’anticorpo bevacizumab, approvato nel trattamento di di-
versi tumori tra cui il glioblastoma multiforme ed i carcinomi del
colon retto, della cervice uterina, del rene e del polmone, oltre a svol-
gere un effetto anti-angiogenetico in quanto inibitore del VEGFA,
è anche in grado di promuovere l’infiltrazione del tumore da parte
di linfociti T e B, e di inibire i linfociti Treg (42). 

Immunoterapia attiva
Attualmente, tre approcci terapeutici basati sulla modulazione del
sistema immunitario (immunoterapia attiva) sono stati approvati
per l’impiego clinico:
• blocco delle molecole che fungono da inibitori della risposta im-

munitaria (immune check-point inhibitors) espresse sulla membrana
plasmatica dei linfociti T. Sono disponibili anticorpi (nivolumab
e pembrolizumab) diretti contro il recettore PD-1, utilizzati so-
prattutto per il trattamento del linfoma di Hodgkin, ed anticorpi
anti-CTLA-4 (ipilimumab), sperimentati con successo in varie
neoplasie ematologiche (43); 

• terapia con anticorpi bi-specifici (BiTE, vedi sopra) per il tratta-
mento della LLA negli adulti; 

• terapia con cellule T esprimenti un recettore chimerico per l’anti-
gene (chimeric antigen receptor (CAR)-T-cells), soprattutto per la
terapia della LLA refrattaria al trattamento con i correnti protocolli
chemioterapici.

Probabilmente il progresso più rilevante nell’immunoterapia dei tu-
mori è stato l’introduzione dell’ipilimumab nella terapia del mela-
noma metastatico (44). L’impiego di questo anticorpo monoclonale
ha dimostrato l’efficacia di terapie volte ad interferire con i processi
endogeni di immunomodulazione, ed ha incentivato lo sviluppo di
protocolli che sfruttano l’inibizione di altri recettori espressi dai lin-
fociti T (45). Tra questi, un recettore inibitorio delle cellule T che sta
suscitando un certo interesse quale bersaglio della immunoterapia
è LAG-3 (lymphocyte activation gene-3) (46). I linfociti T attivati espri-
mono LAG-3 al fine di prevenire la sovra-stimolazione, ma tuttavia
ciò nel contesto della risposta immunitaria al tumore provoca im-
munosoppressione. LAG-3 è espresso da linfociti T attivati e cellule
NK, nonché da Tregs. Il legame di LAG-3 da parte di molecole
espresse sulla membrana delle cellule tumorali (putativamente le lec-

tine LSECtin e Galectin-3) inibisce la funzionalità delle cellule T
effettrici, e stimola l’attività delle cellule Treg. Trials clinici basati
sulla somministrazione di una proteina di fusione IMP321-LAG-3
Ig (forma solubile di LAG-3 coniugata con un anticorpo), o di an-
ticorpi monoclonali diretti contro LAG-3 sono in corso. 
Le speranze più concrete di sviluppo dell’immunoterapia si concen-
trano attualmente sull’uso di anticorpi diretti contro il sistema PD-
1/PD-L1. Sono attualmente autorizzati due anticorpi monoclonali
contro PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) e due contro PD-L1 (ate-
zolizumab e durvalumab). Questi anticorpi hanno dimostrato una
buona efficienza terapeutica in diverse neoplasie solide, e stanno
avendo un riscontro positivo anche nei tumori ematologici. Il nivolu-
mab ed il pembrolizumab sono stati utilizzati con successo nel linfoma
di Hodgkin ed in linfomi non Hodgkin, in alcuni protocolli terapeu-
tici in associazione con altri anticorpi monclonali (per es. il brentuxi-
mab). La applicazione dei check-point inhibitors nella terapia del
mieloma multiplo ha dato risultati meno incoraggianti, ma è in corso
la valutazione della possibile associazione di anticorpi anti PD-1 o PD-
L1 con anticorpi monoclonali diretti contro altri determinanti espressi
da cellule Treg o NK (per es. contro CD38 o contro il recettore inibi-
torio KIR). Evidenze preliminari suggeriscono che check-point inhi-
bitors (anti-CTLA4, PD-1 o PD-L1) potrebbero rivelarsi utili anche
nella terapia della leucemia mieloide acuta (LMA), nella leucemia mie-
loide cronica (LMC) e nella sindrome mielodisplastica. 
Poiché alcuni pazienti risultano non responsivi ai trattamenti anti-
CTLA4 e anti-PD-1, ulteriori studi sono in corso per individuare
nuovi check-point inhibitors. Studi recenti hanno identificato
TIGIT (T-cell immunoglobulin and ITIM domain) e CD96 quali
bersagli potenzialmente utilizzabili nell’immunoterapia dei tumori
(47,48;49). TIGIT e CD96 sono recettori co-inibitori che insieme al re-
cettore CD226 danno vita ad un meccanismo analogo a quello della
coppia CD28/CTLA-4. TIGIT è un membro della superfamiglia
delle Ig la cui funzione è stata finora principalmente studiata nelle
cellule NK, mentre CD96 è espresso da linfociti T, cellule NK e cel-
lule NKT. I loro ligandi sono costituiti da CD155 e CD112, rispet-
tivamente, espressi da cellule dendritiche, linfociti T e molti altri tipi
cellulari, incluse le cellule tumorali. Studi recenti suggeriscono che
TIGIT e CD96 possano essere bersagli promettenti da combinare
con le attuali immunoterapie. Poiché l’espressione di TIGIT è au-
mentata sui Treg e sulle cellule T effettrici associate ai tumori rispetto
agli organi periferici, le terapie contro TIGIT potrebbero avere un
rischio minore di provocare una risposta autoimmunitaria. Studi
preliminari in pazienti affetti da melanoma hanno dimostrato il van-
taggio terapeutico della somministrazione combinata di anticorpi
anti-TIGIT e anti-PD-1 rispetto alla somministrazione del solo an-
ticorpo anti-PD-1. Infatti, il trattamento combinato stimola molto
più efficacemente l’espansione dei linfociti CD8+ specifici per gli an-
tigeni del melanoma e la risposta citotossica antitumorale (50).
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Oltre alle terapie basate sulla somministrazione di anticorpi sono
oggetto di grande attenzione anche le terapie cellulari, che preve-
dono cioè l’infusione di cellule immunitarie attivate. Probabilmente
il primo esempio clinico di immunoterapia attiva si può far risalire
alla reazione contro il tumore in seguito all’infusione di cellule allo-
geniche nel contesto del trapianto di midollo per la terapia delle leu-
cemie (9). Sulla base di queste osservazioni iniziali si sono sviluppate
diverse procedure basate sull’impiego terapeutico di cellule T atti-
vate. Con trasferimento cellulare adottivo (adoptive cell transfer,
ACT), si intende una complessa procedura che prevede la raccolta
di linfociti infiltranti il tumore, la loro selezione, modificazione ed
espansione ex vivo, e la loro re-infusione nel paziente, spesso in as-
sociazione ad agenti immunostimolanti (51). I protocolli iniziali pre-
vedevano il trasferimento adottivo di linfociti T citotossici diretti
contro TAA, come per esempio linfociti T specifici per l’antigene
del tumore di Wilms (WT1) o antigeni dell’Epstein-Barr virus. Que-
sti protocolli sono stati applicati con successo nella terapia di varie
malattie linfoproliferative come la LLA, il linfoma di Hodgkin, ed
i disordini linfoproliferativi post-trapianto. Un recente sviluppo della
immunoterapia basata sul trasferimento di linfociti T attivati è stato
l’uso di cellule T ingegnerizzate per esprimere un recettore per l’an-
tigene chimerico (CAR, chimeric antigen receptor), e perciò comune-
mente indicate come cellule CAR-T (CAR T cells). Le cellule CAR-T
sono linfociti T policlonali autologhi ingegnerizzati perché esprimano
una proteina transmembrana comprendente un dominio TAA spe-
cifico (per esempio CD19 nel caso delle neoplasie ematologiche a
cellule B) di una Ig legata ad un dominio immunostimolatorio. Il
sito di legame anticorpale è costituito dalla regione variabile di una
singola catena di un anticorpo fusa al dominio intracellulare attiva-
torio [tipicamente la regione ζ (zeta) del recettore delle cellule T,
TCR, T-cell receptor]. Il vantaggio delle cellule CAR-T consiste nella
possibilità di riconoscere l’antigene bersaglio attraverso l’anticorpo
ingegnerizzato, indipendentemente dalla presentazione dell’antigene
MHC-dipendente. I protocolli più recenti prevedono l’ingegneriz-
zazione con una (per es. le regioni CD28 o 4-1BB) o due (per es.
CD28 e 4-1BB o OX-40 in tandem) sequenze co-stimolatorie in-
serite nella coda citoplasmatica del recettore per l’antigene. Un’ul-
teriore evoluzione delle cellule CAR-T consiste nella trasfezione con
geni codificanti citochine o molecole co-stimolatorie che accrescono
l’espansione e la longevità delle cellule CAR-T. La terapia con cellule
CAR-T è stata applicata con successo soprattutto nella LLA; risultati
degni di nota sono stati ottenuti anche nella LLC e nei linfomi non-
Hodgkin. È interessante l’osservazione che in vivo le cellule CAR-
T possono espandersi da 1.000 a 10.000 volte, persistendo in circolo
per settimane, ed in alcuni casi anche per anni.
Gli anticorpi bispecifici BiTE sono in grado di reclutare con grande
efficienza le cellule T e portarle a stretto contatto con le cellule tu-
morali. L’impiego dei BiTE ha dimostrato una incoraggiante attività

terapeutica nella LLA e nei linfomi non-Hodgkin. Il razionale per
lo sviluppo degli anticorpi bispecifici è quello di creare un efficace
ponte molecolare tra la cellula tumorale e la cellula T effettrice che
riproduca la sinapsi immunologica all’interno della quale possono
essere rilasciati segnali citotossici che portano all’uccisione della cel-
lula bersaglio. Il primo anticorpo bispecifico ad essere approvato
dalla FDA è stato il blinatumomab, che lega il CD3 ed il CD19. I
linfociti T citotossici attivati dal blinatumomab sintetizzano perfo-
rina e granzima che vengono rilasciate nella sinapsi immunologica,
con conseguente lisi della cellula bersaglio. L’emivita in circolo del
blinatumomab è molto breve, quindi i protocolli terapeutici preve-
dono l’infusione endovenosa continua.
Una nuova frontiera, ancora in via di sperimentazione, potrebbe es-
sere rappresentata da nanoparticelle in grado di stimolare il sistema
immunitario e superare le barriere immunosoppressive presenti nel
microambiente tumorale. Le cosiddette nanoparticelle immuno-
switch sono rivestite da due diversi anticorpi uno dei quali blocca
PD-L1 mentre l’altro attiva i linfociti T mediante il pathway co-sti-
molatorio 4-1BB. La terapia con le nanoparticelle immunoswitch ha
rallentato lo sviluppo tumorale in diversi modelli murini di mela-
noma e di tumore del colon, con maggiore efficacia rispetto agli an-
ticorpi solubili, aprendo così la via ad un nuovo promettente filone
di ricerca per la cura dei tumori (52). 

Vaccini anti-tumorali e citochine
immunostimolatorie
La vaccinazione può essere profilattica o terapeutica. La vaccinazione
profilattica si è dimostrata di grande efficacia nella prevenzione dei
tumori di origine virale, mentre al contrario lo sviluppo dei vaccini
terapeutici ha incontrato maggiori difficoltà. La logica retrostante
lo sviluppo dei vaccini terapeutici è fondata sull’osservazione che
nei pazienti oncologici è comune il riscontro di linfociti CD4+ e
CD8+ tumore-specifici (53). Pertanto, la vaccinazione potrebbe au-
mentare la frequenza di questi cloni linfocitari ed aumentarne l’effi-
cienza anti-tumorale. I primi approcci nel campo dei vaccini
anti-tumorali sono stati rappresentati dalla somministrazione, per via
intramuscolare, sottocutanea o intradermica, di peptidi TAA-derivati,
comunemente di piccole dimensioni ed in assenza di concomitante
somministrazione di adiuvanti, con risultati non sorprendentemente
abbastanza deludenti (6). Infatti, i piccoli peptidi antigenici sono in
generale rapidamente eliminati, ed inoltre la stimolazione delle cellule
dendritiche in assenza di adiuvanti può addirittura innescare una ri-
sposta tolerogenica. In alcuni casi la somministrazione combinata di
IL-2 ha migliorato la risposta anti-tumorale. Attualmente, si preferisce
l’uso di peptidi antigenici di maggiori dimensioni (20-mer) in pre-
senza di un idoneo adiuvante (54,55). Lo scopo dei vaccini è quello di
facilitare la presentazione degli antigeni ai linfociti T da parte delle
cellule dendritiche durante la loro fase maturativa, così da attivare

Elementi di immunoterapia
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una efficace risposta TAA specifica. L’attività terapeutica dei peptidi
di maggiori dimensioni è più elevata, soprattutto se includono epi-
topi riconosciuti sia dai linfociti T helper che citotossici. A questo
fine, sono utilizzati anche antigeni tumorali interi (full length pro-
teins) che possono rendere disponibili per la presentazione da parte
delle cellule dendritiche molteplici epitopi antigenici. Il tipo di adiu-
vante utilizzato ha inoltre un ruolo determinante nel permettere
un’efficace stimolazione della risposta immunitaria. Un’altra strate-
gia per la vaccinazione anti-tumorale prevede l’uso di cellule tumo-
rali, sotto forma di lisati cellulari (complessati con chaperones
immunostimolatori quali per esempio le heat-shock proteins, HSP),
o di cellule intere. In generale, la frequenza di una risposta clinica
obiettivabile è più alta nei pazienti che ricevono una vaccinazione
con antigeni tumorali complessi rispetto ai pazienti vaccinati con
specifici antigeni. La fonte migliore di antigeni sono le cellule tu-
morali autologhe, però sono state utilizzate anche linee cellulari al-
logeniche. In alternativa, sono stati messi a punto protocolli che
prevedono la somministrazione di cellule dendritiche autologhe pul-
sate con gli antigeni tumorali (4). Un serio inconveniente di molti
di questi approcci è rappresentato dai costi elevati di una terapia al-
tamente personalizzata.
Considerato il ruolo determinante delle diverse citochine nella rego-
lazione delle funzioni del sistema immunitario, è stato ragionevole
pensare di utilizzarle nel potenziamento delle risposte immuni contro
i tumori. Benchè trascenda lo scopo della presente rassegna, citeremo
brevemente alcuni impieghi delle principali citochine in terapia on-
cologica. Le citochine immunostimolatorie vengono impiegate prin-
cipalmente come adiuvanti per altre immunoterapie anti-tumorali.
La citochina più utilizzata in questa funzione è il fattore stimolante
la formazione di colonie di granulociti e macrofagi (granulocyte ma-
crophage colony stimulating factor, GM-CSF) che potenzia l’efficacia
clinica di diversi immunoterapici (56). Viceversa, due citochine in par-
ticolare vengono impiegate come agenti immunoterapici singoli.
Queste sono l’interferon (IFN)-α2b, che è stato approvato per la te-
rapia della hairy cell leukemia, del linfoma follicolare, del mieloma
multiplo e del melanoma, e la IL-2, che viene attualmente utilizzata
in forme metastatiche di melanoma e di carcinoma renale (57). Seb-
bene sia atteso che l’attività anti-tumorale di queste citochine dipenda
in buona parte dalla sistema immunitario dell’ospite, il loro esatto
meccanismo di azione rimane per lo più inesplorato ed incompreso.

Effetti collaterali
È inevitabile che qualsiasi immunoterapia, per il fatto stesso di essere
finalizzata a modificare l’immunoreattività dell’ospite, provochi fe-
nomeni di immuno-tossicità (58). Nel caso degli anticorpi che inibi-
scono i check-points è inevitabile che la loro somministrazione possa
scatenare reazioni immunitarie auto-aggressive. È comune il riscon-
tro di un accentuato infiltrato infiammatorio nei tessuti sani in se-

guito a terapia con ipilimumab. L’inibizione del CTLA-4 è respon-
sabile della rottura della tolleranza immunologica nei confronti sia
degli antigeni tumorali sia degli antigeni self espressi dai tessuti sani.
La propensione a sviluppare fenomeni autoaggressivi in seguito al
blocco di CTLA-4 è dimostrata anche da studi preclinici in animali
da esperimento, dove sono state riscontrate reazioni avverse di di-
verso tipo: morte precoce in seguito a disordini linfoproliferativi,
diabete, lesioni demielinizzanti, encefalomielite, colite, depigmen-
tazioni. In confronto ai bloccanti CTLA-4, gli anticorpi anti-PD-
1/PD-L1 hanno meno effetti collaterali, forse grazie al diverso sito
anatomico d’azione (centrale per gli anti-CTLA-4, periferico per gli
anti-PD-1/PD-L1). La principale, ed al momento unica, reazione
collaterale acuta di rilievo riportata in seguito al trattamento con
inibitori PD-1/PD-L1 è la polmonite. Altre reazioni riscontrate
sono astenia, prurito, eritemi, ipotiroidismo, epatite, sarcoidosi, dia-
bete mellito e miastenia gravis (43,45).
I fenomeni di tossicità dovuti alla somministrazione di cellule CAR-
T sono dovuti alla persistenza in circolo delle cellule ingegnerizzate
ed in gran parte dovuti al rilascio sistemico di citochine nel contesto
di una sindrome da rilascio di citochine (CRS, cytokine release syn-
drome), encefalopatia o aplasia B-cellulare (59,60). La CRS è dovuta
alla stimolazione della secrezione di citochine nel microambiente
tumorale che poi innesca una cascata sistemica di amplificazione
che porta al rilascio soprattutto di IL-6, IFNγ e IL-10. La patogenesi
dell’encefalopatia è meno chiara, ma probabilmente è in parte do-
vuta alla tempesta citochinica sistemica, ed in parte alla penetrazione
di cellule CAR-T nel sistema nervoso centrale. L’aplasia B-cellulare,
fenomeno tipico di tutte le terapie direzionate contro i linfociti B,
è dovuta alla deplezione dei linfociti CD19+.
La somministrazione di anticorpi bispecifici (blinatumomab) ha
causato effetti avversi a carico del sistema nervoso (tremore, afasia,
atassia), ed aumento della suscettibilità a contrarre infezioni, asso-
ciate a leucopenia (61).

Resistenza
A dispetto degli incoraggianti successi, anche nel corso della terapia
con i check-point inhibitors si sviluppano fenomeni di resistenza, al
momento non ben compresi. Si ritiene che in parte possano esser
dovuti a modulazione nell’espressione di molecole MHC-I, muta-
zioni o delezioni nella β2microglubulina, alterazioni nell’espressione
di CD58 (molecola di segnale espressa dalle cellule T ed NK) (45).
Sono stati suggeriti anche altri meccanismi quali l’esaurimento fun-
zionale dei linfociti T e l’accumulo di adenosina o IDO nel micro-
ambiente tumorale (62,63).
Le ricadute in seguito a terapia con cellule CAR-T sono prevalen-
temente dovute ad esaurimento delle cellule T ingegnerizzate o alla
comparsa di cloni tumorali negativi per l’antigene (nei trials clinici
finora eseguiti il CD19) (64).
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Conclusioni
L’immunoterapia dei tumori apre delle prospettive affascinanti per

un approccio terapeutico per quanto possibile rispettoso della fi-

siologia dell’ospite. Sfruttare le difese intrinseche dell’organismo

per combattere il tumore è stato il sogno che ogni oncologo ha

coltivato per decenni, e che sembra possa divenire realtà. Tuttavia,

molteplici variabili condizionano il successo dell’immunoterapia,

molte delle quali proprie di ogni singolo paziente, tra le quali non
sono di minor importanza il microbioma, la dieta, le infezioni cor-
renti o pregresse, il background genetico, l’età ed altri fattori ancora
poco conosciuti (4). Pur considerando tutti questi fattori limitanti,
potrebbe non essere lontano il momento in cui, così come è pos-
sibile suscitare un’efficiente risposta immunitaria contro le infe-
zioni, sarà anche possibile indurre una efficiente e duratura risposta
immunitaria contro i tumori.

Elementi di immunoterapia
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Introduzione
L’identificazione di uno speciale antigene B-cellulare, il CD20, ed i
progressi nella tecnologia degli anticorpi monoclonali, in particolare
lo sviluppo di anticorpi chimerici, ha favorito il primo approccio im-
munologico alla terapia dei linfomi non Hodgkin (LNH) a cellule
B. In particolare, il rituximab, un anticorpo anti-CD20 chimerico
[topo (regioni variabili) - uomo (IgG1 kappa)], è stato il primo anti-
corpo monoclonale approvato specificatamente per uso clinico nel
1997 che ha rivoluzionato la terapia dei LNH a cellule B, rappresen-
tando il primo e forse ancora oggi più fulgido esempio di immuno-
terapia nei linfomi maligni. I meccanismi che sottendono
l’inter azione rituximab-CD20 e la conseguente distruzione delle cel-
lule bersaglio sono stati ben descritti nel corso degli anni. In partico-
lare, il legame del rituximab al CD20 attiva la citotossicità
complemento-dipendente attraverso il dominio Fc dell’anticorpo
monoclonale, e quella anticorpo-dipendente basata sul contatto ag-
giuntivo dei recettori Fcγ, specialmente il FcγIIIa, espressi sulle cellule
effettrici NK, macrofagi e neutrofili. Inoltre, il rituximab influenza
direttamente diverse vie di segnale, condizionando così la soprav -
vivenza, la proliferazione e l’apoptosi delle cellule B neoplastiche ed,
eventualmente, anche le risposte immunitarie delle cellule T (1-7). 

Infine, è stato suggerito che il rituximab possa aumentare la sensibi-
lità alla terapia radiante (8) o alla chemioterapia interferendo con dif-
ferenti vie di segnalazione cellulare. (9).

Anticorpi monoclonali anti-CD20
Con il successo del rituximab, nei linfomi a cellule B, altri anticorpi
monoclonali sono stati utilizzati con successo nei LNH a cellule B
e due nuovi anticorpi anti-CD20 (ofatumumab ed obinutuzumab)
sono stati approvati in diverse neoplasie a cellule B.
A differenza del rituximab, che ricordiamo essere un anticorpo anti-
CD20 chimerico di tipo I che induce morte cellulare primariamente
attraverso un meccanismo ADCC (Tabella 1) e CDC, l’ofatumu-
mab è un anticorpo anti-CD20 completamente umanizzato di tipo
I che lega un differente epitopo del CD20, ed a causa di ciò e diffe-
rentemente dal rituximab presenta una più alta affinità di legame
con relativa aumentata attività CDC. (10) L’obinutuzumab è un an-
ticorpo anti-CD20 anch’esso totalmente umanizzato di tipo II, con
diversi aspetti che lo distinguono dal rituximab e dall’ofatumumab.
Da modelli xenografici, è stata dimostrata una aumentata capacità
rispetto al rituximab di indurre morte cellulare diretta, così come
una aumentata attività ADCC. I fattori che contribuiscono all’au-
metata attività ADCC includono la glico-ingegnerizzazione del

Tabella 1 - Caratteristiche degli anticorpi anti-CD20.

Anticorpo Struttura ADCC CDC Citotossicità  diretta

Rituximab Anticorpo chimerico
(topo/uomo)

Sì Sì Minima

Ofatumumab Completamente umanizzato Sì Sì, aumentata Sì

Obinutuzumab Completamente umanizzato,
Fc glico-ingegnerizzato

Sì, aumentata Minima Sì, aumentata

ADCC = citotossicità cellulare anticorpo dipendente; CDC = citotossicità complemento-dipendente
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frammento Fc, che induce un aumentato legame al FcγRIIIA, così
come una più lunga persistenza sulla superficie della cellula B neo-
plastica. Al contrario, l’obinutuzumab non induce significativa atti-
vità CDC (Tabella 1).(11)

La resistenza al rituximab è stata variabilmente definita in lettera-
tura. Nella maggior parte dei casi essa è stata definita come man-
cata risposta o risposta della durata inferiore o uguale a 6 mesi, e
tali parametri sono stati utilizzati come criteri di inclusione nei vari
studi che prevedevano l’utilizzo di anticorpi anti-CD20 di seconda
e terza generazione. (12, 13) L’ofatumumab è approvato solo per la
leucemia linfatica cronica (LLC) con specifiche indicazioni per il
trattamento di prima linea in combinazione con il chlorambucil
nei pazienti inelegibili per terapie più intensive o per pazienti re-
frattari alla fludarabina o all’alemtuzumab, o pazienti che abbiano
effettuato almeno due linee di terapia e che abbiano ottenuto al-
meno una risposta parziale (PR) o completa (CR) nei loro prece-
denti trattamenti. Anche l’obinutuzumab è stato approvato in
combinazione col chlorambucil nella LLC non trattata, ma nel
campo più specifico dei linfomi, l’obinutuzumab è stato approvato
in combinazione con bendamustina per i pazienti affetti da lin-
foma follicolare (LF) refrattario al rituximab in base ai risultati
dello studio GADOLIN. In tale studio il braccio di controllo era
rappresentato da pazienti che ricevevano bendamustina in mono-
terapia. Inoltre i pazienti randomizzati a ricevere obinutuzumab
lo ricevevano anche in mantenimento. Dopo circa 20 mesi di fol-
low up per entrambi i bracci, la mediana di PFS non era stata rag-
giunta nel gruppo trattato con obinutuzumab e bendamustina
contro i 14,9 mesi per i pazienti trattati in monoterapia (HR, 0,55;
p < 0,001). (13) Questa casistica con un più lungo follow up è stata
presentata all’American Society of Hematology 2016 dimostrando
gli autori una differenza statisticamente significativa anche in ter-
mini di OS [HR = 0,67 (95% CI, 0,47-0,96; p = 0,0269)] a favore
del gruppo di pazienti trattati con obinutuzumab. (14)

L’obinutuzumab è stato indagato anche come terapia di prima
linea sia nei LF che nei linfomi diffusi a grandi cellule (DLBCL).
Lo studio GALLIUM arruolava pazienti che richiedevano trat-
tamento in accordo ai criteri del Groupe d’Etude des Lymphomes
Folliculaires (GELF) e sono stati randomizzati a chemio-immu-
noterapia con rituximab o obinutuzumab. La chemioterapia di
induzione includeva bendamustina, CVP, e CHOP. Non sono
state descritte differenze significative in termini di percentuali di
risposte globali (ORR) o CR. È stata comunque dimostrata una
significativa riduzione del rischio di morte o progressione per i
pazienti che effettuavano chemio-obinutuzumab [HR = 0,66
(95% CI, 0,51-0,85; p = 0,001)]. Le subanalisi effettuate per le
differenti chemioterapie hanno dimostrato che i pazienti trattati
con obinutuzumab-CHOP o obinutuzumab-CVP presentavano
chiaramente una migliore PFS rispetto ai casi trattati con la con-

troparte contenente rituximab (15). Da notare, però, come le dif-
ferenze in termini di PFS, così come di malattia minima residua
(MMR) fossero particolarmente pronunciate tra obinutuzumab
e rituximab quando le chemioterapie utilizzate fossero CHOP o
CVP. Inoltre, mentre è risultata chiara la superiorità dell’obinu-
tuzumab nel contesto delle terapie CHOP e CVP, la differenza
di beneficio clinico versus il rituximab diventava modesta quando
la chemioterapia era rappresentata dalla bendamustina. Sulla base
di questi dati non è possibile incorporare l’obinutuzumab in
prima linea in maniera assoluta considerando che la bendamu-
stina viene utilizzata in prima linea tipicamente per i pazienti con
FL di grado 1 o 2. In ogni caso, altri studi sono necessari per de-
terminare definitivamente se l’obinutuzumab sia superiore al ri-
tuximab in quei pazienti che ricevono come back-bone
chemioterapico il CHOP o il CVP.
Un altro importante studio è il trial denominato GOYA. Questo stu-
dio randomizzava pazienti con DLBCL in due bracci, quello standard
con R-CHOP versus lo sperimentale obinutuzumab-CHOP. I due
bracci erano bilanciati per parametri clinici e biologici. Interessante
notare come non sia stata dimostrata nessuna differenza significativa
per tutti gli end-points primari (PFS, ORR, CR, e OS). (16)

Possiamo concludere che l’obinutuzumab e l’ofatumumab sembrano
essere superiori al rituximab in alcuni scenari clinici e più efficaci
come singoli agenti. D’altra parte lo studio GOYA è un esempio di
come non debba essere generalizzato il successo di un nuovo anti-
corpo monoclonale anti-CD20 per qualunque sottotipo istologico
di LNH. Inoltre, i risultati dello studio GALLIUM sono in qualche
modo più difficili da interpretare. 
Mentre è chiara la differenza di beneficio clinico nei pazienti trattati
con regimi chemioterapici contenenti l’obinutuzumab, la scelta del
back-bone che mioterapico può influenzare la magnitudo di tale ef-
fetto benefico, con piccole differenze quando ad essere utilizzato
come regime chemioterapico è la bendamustina. Ciò potrebbe es-
sere, nella pratica clinica, un punto da non sottovalutare conside-
rando che la bendamustina è la chemioterapia di scelta per il
trattamento iniziale dei i pazienti con LF a basso grado.(17) Bisognerà
comunque attendere la pubblicazione dello studio per trarre delle
conclusioni definitive, anche alla luce delle differenze esistenti sia in
termini di costo che di tossicità. A questo proposito, l’obinutuzu-
mab, rispetto al rituximab, può causare più reazioni infusionali di
grado ≥3 così come una maggiore mielosoppressione. (16).

Brentuximab vedotin (BV)
L’utilizzo di coniugati farmaco-anticorpo ad alta capacità di legame
su precisi target (ADC) sta rappresentando un’importante acquisi-
zione per rivisitare gli algoritmi terapeutici di alcune neoplasie ema-
tologiche ed in particolare per il linfoma di Hodgkin (LH) e i LNH
anaplastici a grandi cellule (ALCL). In particolare, gli ADC sono
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stati costruiti per realizzare un killing neoplastico altamente selettivo,
e nello stesso tempo per determinare minimi effetti collaterali sui
tessuti normali. (18) Tra gli ADC ricordiamo il BV. 
Il BV è un anticorpo monoclonale che lega il recettore di superficie
CD30 a sua volta coniugato con la tossina monomethyl auristatin
E (MMAE), un potente agente antimitotico che inibisce la divisione
cellulare bloccando la polimerizzazione della tubulina.(19) Il CD30 è
un recettore transmembrana di tipo I appartenente alla superfamiglia
del tumor necrosis factor ed è universalmente espresso sulle cellule
neoplastiche del LH e su quelle del ALCL. Il CD30 diventa un tar-
get ideale per una terapia ADC-based, non solo per i suoi alti livelli
di espressione sulle specifiche cellule neoplastiche (come le cellule
di Stemberg del LH e quelle del ALCL) ma anche perchè tale recet-
tore è consistentemente espresso sulle cellule linfomatose di LH e di
ALCL indipendentemente dallo stadio di malattia e dalle linee di
trattamento effettuate, compreso il trapianto di midollo. Interessante
il dato che il CD30 sia anche espresso su altri LNH quali il DLBCL,
il linfoma a cellule T (TCL), il linfoma primitivo del mediastino
(PMBL), etc. (20-22) Inoltre, il CD30 è espresso su una piccola popo-
lazione di linfociti B e T attivati, e, a più bassi livelli, sui monociti e
sugli eosinofili attivati (23).
Il BV possiede un’attività potente ed altamente selettiva nei con-
fronti delle cellule di LH ed ALCL CD30-positive in vitro alla
concentrazione di 3-50 pmol/l; le cellule CD30-negative presen-
tano una sensibilità di circa 1.000 volte inferiore al BV rispetto
a quelle positive. (24-26) In questo sistema di coltura, la massima
concentrazione di BV legata al recettore CD30 si ottiene in 24-
48 ore di incubazione, con concentrazioni che decrescono dalla
120a ora di incubazione, indicando quindi una fase di interna-
lizzazione del complesso ACD (27). Oltre ad un’azione anti-neo-
plastica diretta legata all’apoptosi indotta nelle cellule
CD30-positive, il BV può indurre la morte cellulare anche attra-
verso meccanismi indiretti (28, 29). 
Poichè il MMAE attraversa la membrana cellulare ed è rilasciato nella
matrice extracellulare circostante, il BV potenzialmente è in grado
anche di esercitare una attività citotossica nei confronti delle cellule
neoplastiche adiacenti che non hanno legato l’anticorpo (28-30).

Linfoma di Hodgkin
Circa il 5% ed il 30-40% dei pazienti con LH recidivano rispettiva-
mente negli stadi precoci ed avanzati di malattia, dopo la prima linea
di trattamento (30, 31). Il trattamento standard per i pazienti recidivati
o refrattari è una chemioterapia di salvataggio seguita, per i pazienti
elegibili al trapianto, dalle alti dosi di chemioterapia con rescue di
cellule staminali autologhe (HDC/ASCT)(30, 31). È da sottolineare
però come solo il 50% dei pazienti elegibili a questa modalità di trat-
tamento benefici di questo approccio terapeutico (32). Purtroppo i
pazienti che recidivano dopo autotrapianto di cellule staminali
(ASCT) presentano una pessima prognosi (30, 31). 

Malattia recidivata/refrattaria
Uno studio di fase I su 45 pazienti affetti da linfoma recidivato/re-
frattario CD30-positivo ha dimostrato come il BV permettesse di
ottenere una risposta di malattia nella maggior parte dei pazienti.
Nel 2012, Younes et al. (33) pubblicavano i risultati di uno studio pi-
lota di fase II che ha portato all’approvazione del farmaco, su 102
pazienti (range di età 15-77) con LH recidivato/refrattario anche
all’ASCT. Gli autori riportavano che i pazienti trattati con BV al do-
saggio di 1,8 mg/kg ogni 3 settimane per un massimo di 16 cicli ot-
tenevano un ORR del 75% (95% CI: 65-83%; 34% CR). La
mediana di PFS è stata di 5,6 mesi (95% CI: 5-9 mesi) e la durata
mediana della risposta, per i pazienti che avevano ottenuto una CR,
di 20,5 mesi (34). A tre anni di follow up la percentuale di OS risul-
tava del 73% (95% CI: 57-88%) mentre quella di PFS del 58%
(95% CI: 41-76%) (35). Infine, un ulteriore aggiornamento a 5 anni
dimostrava un beneficio duraturo per questi pazienti con una per-
centuale di OS del 41% (95% CI: 31-51%) e di PFS del 22% (95%
CI: 13- 31%) (Tabella 2) (36). In particolare, per quei pazienti che
raggiungevano la CR, la percentuale di OS a 5 anni era del 64%
(95% CI 48-80%) mentre quella di PFS era del 52% (95% CI 34-
69%). BV era generalmente ben tollerato; gli effetti collaterali più
comuni erano costituiti dall’astenia (67%), l’iperglicemia (64%), il
rash (58%), e la neuropatia sensoriale (49%). 
Seconda linea
In uno studio di fase II su 46 pazienti con LH recidivato/refrattario
dopo un precedente regime di trattamento contenente doxorubicina,
BV induceva una PET-negatività in 12/45 pazienti valutabili (27%,
95% CI: 13-40%). I pazienti con PET positiva ricevevano un ulte-
riore trattamento con ICE (37). Globalmente, 23 pazienti sono dive-
nuti PET-negativi con un vantaggio di 2 anni in termini di event-free
survival rispetto ai casi PET-positivi. In 37 pazienti con LH recidi-
vato/refrattario Chen et al (38) hanno utilizzato il BV come terapia
di seconda linea prima dell’ASCT ottenendo un ORR del 68% (13
CR, 12 PR), con un interessante 86% dei pazienti che hanno potuto
effettuare l’ASCT di salvataggio.
Consolidamento
Nel 2015 sono stati riportati i risultati di uno studio di fase III de-
nominato AETHERA che valutava l’attività del BV, iniziato a 1-2
mesi dall’ASCT come terapia di consolidamento per pazienti ad alto
rischio di recidiva post-ASCT (primariamente refrattari alla prima
linea o recidivati entro 12 mesi dal trattamento di prima linea, o con
malattia extranodale al momento della terapia di salvataggio pre-
ASCT). (39) In questo trial, 329 pazienti venivano randomizzati a ri-
cevere trattamento o placebo per più di 16 cicli. I pazienti
randomizzati nel braccio BV miglioravano del 12% la PFS a 2 anni
rispetto a quelli che avevano ricevuto il placebo (63% vs. 51%,
p = 0.001). Da notare, però, che il 32% dei pazienti non ha potuto
completare il trattamento a causa degli eventi avversi. Essendo con-
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sentito il crossover, la OS è risultata simile nei due gruppi. Un suc-
cessivo aggiornamento dei risultati dimostrava una PFS a 3 anni del
61% (95% CI: 53-68%) per il braccio BV versus il 43% (95% CI:
36-51%) per il braccio placebo (HR = 0,52) (40). A seguito di questi
risultati la FDA estendeva l’approvazione del BV anche come con-
solidamento post-ASCT per i pazienti a rischio di progressione. 
Prima linea
BV è stato anche testato come monoterapia in prima linea in un
trial di fase II in 26 pazienti anziani (≥60 anni) che presentavano
significativa comorbidità (52%) (41). L’ORR fu del 92% (73% CR),
con una durata della risposta molto breve (mediana 9 mesi, range
2,8-20,9), facendo chiaramente intravedere la necessità di combi-
nare il BV con altri farmaci. I primi tentativi sono stati effettuati
su 22 pazienti anziani a cui è stata somministrata la combinazione
BV- dacarbazina ed in ulteriori 11 pazienti in cui BV è stato com-

binato con la bendamustina. In entrambi i gruppi l’ORR fu del
100%. La bendamustina veniva ridotta da 90 a 70 mg/m2 per tos-
sicità. Nel gruppo trattato con dacarbazina, 18/21 pazienti rima-
nevano vivi e liberi da progressione; in 6 pazienti (36%) venivano
documentati eventi avversi di grado ≥3.(42) Il BV è stato anche va-
lutato in uno studio di fase I come terapia di prima linea in asso-
ciazione AVD o ABVD in 51 pazienti con LH (età mediana 35
anni, range 19-59) (43). La dose massima tollerata per il BV è stata
non superiore a 1,2 mg/kg per entrambe le combinazioni. Il 95%
dei 22 pazienti trattati con BV associato ad ABVD ragiungeva la
CR, rispetto al 96% del gruppo trattato in associazione all’AVD.
Comunque, un numero significativo di pazienti (compresi due de-
cessi) hanno presentato una tossicità polmonare nel gruppo BV-
ABVD [11 (44%) di 25], superiore alla storica incidenza
dell’ABVD da solo, contro nessuno nel gruppo BV-AVD. Ancora,

Tabella 2 - Studi concernenti il trattamento con brentuximab vedotin in pazienti affetti da LH.

Farmaco/combinazione Linea di trattamento Fase N° Outcome Ref

Pivotal BV 16 cicli Rec/Refr II 102 ORR 75%, PFS 5.6 m 34

Aggiornamento a 3 anni Rec/Refr II 102 OS 73%, PFS 58% 35

Aggiornamento a 5 anni Rec/Refr II 102 OS 41% 36

AETHERA Rec/Refr Consolidamento
post-ASCT ad alto rischio 

III 329 PFS
43 mesi vs 24 mesi

39

Aggiornamento a 3 anni Rec/Refr Consolidamento post-
ASCT ad alto rischio 

III 329 PFS 61% vs 43% 40

PET-adapted BV Seconda linea II 46 27% PET-negativi 37

BV pre-ASCT Seconda linea II 37 ORR 68% → 86% ASCT 38

BV monoterapia Prima linea II 26 ORR 92% (CR 73%) durata della
risposta mediana 9.1 mesi
Neuropatia periferica sensoriale 78%

41

BV+ABVD/BV+AVD Prima linea I 51 Seri eventi avversi 56%
ABVDA 27% AVD

43

BV-BEACOPP (like) Prima linea II 104 BV-ECADD CR 88% BV-ECAPP CR 86%
Scelto ECADD per migliore profilo
di tossicità

45

ABVD → BV 
(sostituzione RT)

Prima linea
stadi precoci

II 40 PFS 91% ad 1 anno 44

BV-AVD
(→ PET-neg IFRT)

Prima linea, stadi 
precoci, sfavorevoli

Pilot 30 2 pts PET-pos PFS
ad 1 anno 93%

46
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uno studio pilota multicentrico in pazienti di nuova diagnosi affetti
da LH in stadio precoce di malattia ma ad alto rischio ha testato
l’efficacia e la tossicità della combinazione BV-AVD (4 cicli) se-
guito da radioterapia (30 Gy involved field) per i pazienti che rag-
giungevano la PET-negatività. Eventi avversi di grado ≥3 sono stati
documentati in soli 4 pazienti. La PFS ad 1 anno è stata del 93,3%
(95% CI, 84-102). (44) Inoltre, il BV è stato testato in combina-
zione con protocolli simil-BEACOPP in uno studio di fase II com-
prendente 104 pazienti.(45) Sia la schedula BV-ECADD (etoposide,
ciclofosfamide, doxorubicina, dacarbazina e desametasone) che
quella BV-ECAPP (etoposide, ciclofosfamide, doxorubicina, pro-
carbazina e prednisone) si sono dimostrate molto efficaci; con una
percentuale di CR rispettivamente dell’88% (95% CI: 77-96%) e
dell’86% (95% CI: 73-94%). Il gruppo tedesco per lo studio dei
linfomi di Hodgkin (German Hodgkin Study Group), considerando
il migliore profilo di tossicità, ha deciso di scegliere la scedula BV-
ECADD per uno studio di fase III (45). Di particolare interesse uno
studio di fase II in cui 41 pazienti con LH e malattia limitata ve-
nivano trattati con ABVD, sostituendo la radioterapia di consoli-
damento con il BV. 
Si è osservato un decesso per sepsi ed insufficienza epatica grave se-
condario al trattamento con BV. La PFS e l’OS ad un anno sono
stati rispettivamente del 91% e 96%. (46) Infine, i risultati di studi di
prima linea di fase III in corso nel giovane, che prevedono l’impiego
di BV in associazione con ABV versus lo standard ADVD (ECHE-
LON-1) o BV-ECADD versus BEACOPP, e di fase II nell’anziano
(B-CAP), daranno ulteriori importanti indicazioni sulla futura stra-
tegia di trattamento nei LH.
Tossicità
Il BV è generalmente ben tollerato eccetto che per un’alta frequenza
di neuropatia periferica (circa il 42%) (34). Altri effetti collaterali sono
la neutropenia, l’astenia, la febbre, la diarrea, la nausea, l’altralgia,
l’alopecia e la neuropatia motoria periferica. Come è stato sottoli-
neato in precedenza, è assolutamente da evitare la combinazione di
BV con la bleomicina per il rischio di una severa tossicità polmo-
nare. (43) Un rarissimo ma grave effetto collaterale che è stato ripor-
tato è rappresentato dalla leucoencefalopatia multifocale,
un’infezione virus-indotta del sistema nervoso centrale (47), verosi-
milmente legata alla deplezione delle cellule T-attivate esprimenti il
CD30. Infine, sono state anche osservate pancreatiti, come effetto
collaterale questa volta legato alla tossicità del MMAE sulle cellule
pancreatiche CD30-positive (40).

Linfomi non Hodgkin
Due studi di fase II per un totale di 61 pazienti sono stati condotti
nel DLBCL recidivato/refrattario. In un primo studio su 49 pazienti
(età mediana 62 anni) con livelli variabili di espressione del CD30,
Jacobsen ha riportato una ORR del 43% con una durata mediana
della risposta di meno di sei mesi, ed una durata massima di 66,4

settimane nel 17% dei casi che avevano ottenuto una CR (49).
In ulteriori 16 pazienti è stata testata l’associazione BV/rituximab
che ha dimostrato un favorevole profilo di tossicità (49). Lo studio
di Yasenchak et al. (50) di fase II che prevedeva l’utilizzo di BV as-
sociato ad R-CHOP per pazienti in prima linea con espressione
di CD30 intermedia/alta e con DLBCL ad alto rischio ha dimo-
strato come solo 12 pazienti sui 33 arruolati completavano la te-
rapia. La ORR è stata del 92% (valutata su 11 pazienti di cui 7
ottenevano una CR). (50) In uno studio di fase I che valutava l’ef-
ficacia di BV nei linfomi a cellule T di cui 32 erano ALCL CD30-
positivi (6 ALK-positivi), è stata riportata una ORR del 94%
(n = 30) (durata mediana della risposta di 52,8 settimane). Inoltre
24 pazienti (75%) raggiungevano la CR (con durata mediana di
105,2 settimane) (51). In un successivo trial di fase II è stata valu-
tata l’attività di BV in 58 pazienti con ALCL recidivati/refrattari
tutti CD30-positivi e 42 ALK-positivi. L’ORR è stata dell’86%
con una durata mediana della risposta di 50,4 settimane. Trentatre
pazienti ottenevano la CR con una durata mediana della risposta
di 52,8 settimane (52).

Gli inibitori dei checkpoints
Linfoma di Hodgkin 
L’immunosorveglianza e l’attività immunologica anti-tumorale pos-
sono giocare un ruolo significativo nel controllo delle neoplasie
ematologiche. Un meccanismo chiave con cui le cellule neoplastiche
limitano la risposta immune passa attraverso la iper-espressione dei
ligandi del programmed cell death 1 (PD-1), PD-L1 e PD-L2, sulle
cellule neoplastiche ed il loro legame con il PD-1 espresso sulle cel-
lule T CD8+ tumore specifiche. In una serie di 108 biopsie di pa-
zienti con LH classico, 105 (97%) presentavano un’aumentata
espressione dei ligandi del PD-1 valutati con tecniche di immunoi-
stochimica. (53) In un’altra serie di 246 pazienti, l’espressione di PD-
L1 è stata dimostrata in ≥5% delle cellule neoplastiche nel 71% dei
casi con LH classico (166/233) (54). L’aumentata espressione di PD-
L1 e PDL-2 sulle cellule neoplastiche, oltre che mediata dal γ-in-
terferone prodotto dalle cellule T infiltranti il tumore, può anche
riconoscere basi genetiche, come succede nel LH in cui sono state
dimostrate le amplificazioni strutturali del cromosoma 9p24.1 dove
risiedono i geni CD274 (PD-L1) e PDCD1LG2 (PD-L2) che sem-
brano aumentare l’espressione dei PD-L1 e PD-L2. (55) Inoltre, una
maggiore amplificazione della regione 9p24.1 potrebbe anche in-
durre una iper-espressione della proteina di Janus kinase 2 (JAK2)
la cui attività ulteriormente indurrebbe espressione di PD-Ls attra-
verso la via di segnalazione JAK2/STAT. (55) In pazienti con HL clas-
sico e normale numero di copie della regione 9p24.1, il PD-L1
potrebbe ancora essere over-espresso a causa dell’infezione del virus
di Epstein-Barr, che è stata dimostrata essere una via alternativa e
mutualmente esclusiva del meccanismo di induzione dell’espres-
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sione di PD-L1 (56) Infine, l’espressione del PD-L1 nelle cellule neo-
plastiche può anche essere regolata da meccanismi epigenetici. Que-
sti dati suggeriscono un’evidente dipendenza nei processi di
sopravvivenza da parte delle cellule neoplastiche del LH classico
dalle vie di segnale PD-1/PD-Ls. In sintesi, l’induzione di un fe-
notipo T-cellulare esausto da parte delle cellule di Sternberg o di
Hodgkin gioca un ruolo nei processi di immuno-evasione nel LH
classico, e tale evidenza supporta il razionale per l’utilizzo di farmaci
che bloccano il signalling di uno dei più importanti checkpoint im-
munologici. (57) Il nivolumab, un anticorpo monoclonale IgG com-
pletamente umanizzato diretto contro il PD-1, è stato recentemente
introdotto in terapia per i LH recidivati/refrattari (Tabella 3). (58) Il
farmaco è stato somministrato a 23 pazienti alla dose di 3 mg/kg
ogni due settimane per un massimo di due anni. Venti pazienti
hanno ottenuto una risposta obbiettiva e in 10 di questi la risposta
è stata duratura (7 casi >1,5 anni).(59) Più recentemente, pazienti
con LH in progressione o recidivati che fossero già stati esposti a
BV ed avessero fallito l’ASCT sono entrati in un trial di fase II con
nivolumab. La ORR è stata del 66% (95% CI: 55-76%), con un
9% di CR. La PFS a 6 mesi è stata del 77% (60). Per tali risultati, il
nivolumab è stato approvato dall’FDA per il trattamento dei LH
recidivati o progrediti dopo BV e ASCT. Simili rilevanti risultati
sono stati descritti in 16 pazienti giapponesi precedentemente trat-
tati con BV, confermando l’elevata ORR (75%) (61). Tra gli otto
trials con il nivolumab correntemente registrati su
ClinicalTrials.gov, quattro includono i LH, a futura garanzia di cu-
rabilità anche per una consistente percentuale di pazienti recidivati
o in progressione. Gli effetti collaterali non sono stati importanti
ed includevano la linfopenia, la piastrinopenia, l’iperlipidemia; gli
effetti collaterali meno comuni sono state le pancreatiti, le polmo-
niti, le stomatiti e le coliti immuno-mediate.(62) In uno studio di

fase I, che includeva anche pazienti con LH, 12 pazienti (15%) ave-
vano sospeso il trattamento per eventi avversi mentre una polmonite
fatale è stata descritta in un paziente che aveva ricevuto nove linee
di trattamento.(63) Pazienti recidivati dopo trapianto allogenico in
precedenza erano stati esclusi per problemi associati alla graft versus
host disease (GvHD). Successivamente sono stati trattati con nivo-
lumab 8 LH recidivati dopo trapianto allogenico (tempo mediano
dal trapianto 11 mesi, range 3-122 mesi). Segni di GvHD acuta
sono stati documentati in 2 pazienti, mentre 7/8 hanno ottenuto
un beneficio clinico. Considerando la casistica limitata non si pos-
sono trarre conclusioni per questa tipologia di pazienti. (64)

Il pembrolizumab, un altro anticorpo monoclonale IgG4 comple-
tamente umanizzato anti-PD-1, è stato somministrato in uno studio
di fase Ib (KEYNOTE-013) a 31 pazienti alla dose di 10mg/kg ogni
2 settimane. L’ ORR è stata del 65% (range 48-79%) con un 16%
di CR, il 70% delle quali sostenute per più di 24 settimane (65). In
un trial di fase II il pembrolizumab è stato somministrato a 3 diverse
coorti di pazienti:
1) pazienti recidivati o refrattari dopo ASCT e BV; 
2) pazienti non eleggibili ad ASCT per chemioresistenza (nessuna

risposta alla chemioterapia di salvataggio) e che non avevano ri-
sposto a BV; 

3) pazienti recidivati o refrattari all’ASCT e non trattati con BV. 
I risultati ad interim in 30 pazienti appartenenti alla prima coorte di-
mostrava un’ORR del 70% (95% CI: 51-85%), mentre tra i 30 pa-
zienti della coorte 2, l’ORR era dell’80% (95% CI: 61-92%); non
sono stati ancora presentati risultati sulla terza coorte. (66) 

Quattro trials per pazienti con LH sono ancora in corso o hanno
appena terminato l’arruolamento, sottolineando quanto questo trat-
tamento sia percepito come estremamente efficace, parimenti a
quello con nivolumab. Da notare come il pembrolizumab è stato te-

Tabella 3 - Studi di fase I e II concernenti il trattamento con inibitori dei checkpoints in pazienti affetti da LH.

Farmaco/combinazione Linea di trattamento Fase N° Outcome Ref

Nivolumab Rec/Refr I 23 ORR 87%, PFS 56 settimane 58, 59

Nivolumab Rec/Refr II 80 ORR 66.3%, PFS 77% a 6 mesi 60

Nivolumab Rec/Refr II 8 ORR 87.5%, PFS non riportata 64

Pembrolizumab Rec post alloSCT Ib 31 ORR 65%, PFS non riportata 65

Pembrolizumab 1) Rec/Refr dopo ASCT e BV

2) Refr al BV

3) Rec/Refr all’ASCT
non trattati con BV

II

30

30

Non
riportata

ORR 70%, PFS non riportata

ORR 80%, PFS non riportata

ORR non riporta
PFS non riportata

66
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stato in due pazienti dopo trapianto allogenico ed è risultato essere
ben tollerato senza riattivazione della GvHD (67). 

Linfomi non Hodgkin
Differentemente dal LH, solo il 25% dei DLBCL esprimono PD-
1/PD-L1. (68) Esiste però un’eccezione rappresentata non a caso
dal PMBL che, similmente al LH, frequentemente presenta l’am-
plificazione del cromosoma 9p22 con conseguente iperespressione
di PD-L1 e PD-L2. (69) Non è sorprendente quindi che le risposte
agli inibitori di checkpoints nei LNH siano generalmente più basse
rispetto a quelle ottenute nei LH (Tabella 4). Infatti, uno studio
di fase I in pazienti con vari sottotipi di LNH (n=54) trattati con
nivolumab ha dimostrato la più alta percentuale di ORR nei casi
con LNH follicolare (40%) seguita dal DLBCL (36%). (70) I pa-
zienti con LNH a cellule T (n = 23) erano anche inclusi, ma con
risposte oscillanti tra il 15% per le micosi fungoide al 40% per i
LNH a cellule T periferiche. Studi simili sono in corso con il pem-
brolizumab. Sebbene un precedente studio avesse dimostrato l’as-
senza di espressione di PD-L1 sulle cellule linfomatose nel LF (68),
gli istiociti del tessuto del microambiente neoplastico esprimono
PD-L1, supportando il razionale per i discreti risultati clinici ot-
tenuti in questo sottotipo istologico ed il razionale per un suo fu-
turo impiego. (71)

Infatti, i dati clinici provenienti da un altro studio di fase II, che pre-
vedeva l’utilizzo di pidilizumab, in combinazione con rituximab in
32 pazienti con LF sensibile al rituximab, dimostrava importanti ri-
sposte cliniche. (72) Dei 29 pazienti valutabili per la risposta, 19 (66%)
ottenevano una risposta obbiettiva, 15 (52%) una CR e 4 (14%)
una PR. Dopo una mediana di osservazione di 15,4 mesi, la PFS
mediana fu di 18,8 mesi per tutti i pazienti ed ancora non raggiunta
per la coorte dei pazienti responsivi; la durata della risposta era di
20,2 mesi. Il pidilizumab è stato somministrato endovena alla dose
di 3 mg/kg ogni 4 settimane per 4 cicli, con ulteriori 8 infusioni per
i pazienti che avessero raggiunto almeno una stabilità di malattia. Il
rituximab (375 mg/m2) è stato invece somministrato settimanal-
mente ogni 4 settimane a partire dal 17° giorno dopo la prima in-
fusione di pidilizumab.
Il fatto che i casi con PMBL frequentemente presentino l’amplifi-
cazione del cromosoma 9p22 è indicativo per un potenziale tratta-

mento con anti-PD-1. (69) Al momento però i dati sono molto limi-
tati, considerato anche la relativa rarità della patologia rispetto ai LH
classici. In uno studio di fase I che prevedeva il trattamento con ni-
volumab in pazienti con varie patologie linfomatose recidivate/re-
frattarie, i due pazienti inclusi nello studio con PMBL hanno
ottenuto una malattia stabile ma nessuno è progredito a 24 settimane
del trattamento. (69) Uno studio con pembrolizumab che include pa-
zienti con stadi avanzati di PMBL o sindrome di Richter (KEY-
NOTE-170) sta reclutando pazienti.
In tutti questi trials, il profilo di tossicità dell’anti-PD-1 è stato mo-
derato, si sono osservate maggiormente problematiche cliniche im-
muno-mediate quali la colite, la polmonite, l’ipertiroidismo.
Sebbene un certo numero di pazienti con LH classico e, in maggior
misura, di pazienti con LNH non beneficiano del trattamento con
inibitori dei checkpoints, i meccanismi di resistenza a questa terapia
rimangono ancora non completamente chiariti. Esistono dati emer-
genti che suggeriscono alterazioni negli antigeni di istocompatibilità
maggiore (MHC) di classe I nel microambiente neoplastico che po-
trebbero limitare la risposta a tali terapie. Da notare che un recente
studio ha dimostrato come il 75% (40/53) dei pazienti con DLBCL
comunemente non esprime antigeni HLA di classe I (73), presenta
mutazioni o delezioni della beta-2 microglobulina (β2M), ed ano-
malie del CD58, una molecola che è coinvolta nel segnale delle cel-
lule T ed NK, che porta a perdita di espressione di membrana degli
antigeni HLA di classe I (73). Le cellule T effettrici richiedono un
MHC intatto per legare il TCR e conseguentemente attivare i pro-
cessi di citotossicità anti-tumorale. È logico considerare che le mu-
tazioni che inducono riduzione di espressione di antigeni MHC di
classe I sulla superficie della cellule neoplastica riducano l’efficacia
del blocco dei checkpoints immunologici. La β2M è una componente
richiesta per l’assemblaggio e l’espressione di MHC di classe I, ed
uno studio retrospettivo ha dimostrato come la ridotta espressione
di β2M e di MHC di classe I nei pazienti con LH classico fosse as-
sociata con un peggiore comportamento clinico indipendentemente
dallo stato di amplificazione del cromosoma 9p24.1. (74)

Al momento, però, non è stato ancora riportato se esista un’associa-
zione negativa tra la risposta al blocco dei checkpoints e le mutazioni
della β2M e MHC di classe I, nel LH classico. Comunque, dati pro-

Tabella 4 - Studi di fase I e II concernenti il trattamento con inibitori dei checkpoints in pazienti affetti da LNH.

Farmaco/combinazione Linea di trattamento Fase N° Outcome Ref

Nivolumab Rec/Refr Ib 31 LNH-B
23 LNH-T
27 MM

ORR 26%, 
ORR 17%,
ORR 4%,
PFS non riportata

70

Pidilizumab-rituximab Rec (sensibile al rituximab) II 29 LNH follicolare ORR 66%, PFS 18.8 mesi 72 
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venienti da pazienti con melanoma trattati con inibitori della via del
segnale del PD-1 dimostrano come alterazioni della β2M e la perdita
degli antigeni MHC di classe I portano a progressione di malattia e
resistenza a tale immunoterapia (75), suggerendo anche che l’efficacia
del blocco di PD-1 nel LH classico è indipendente dalla presenta-
zione dell’antigene da parte delle cellule neoplastiche. Altri mecca-
nismi di resistenza quali fattori inibitori presenti nel microambiente
neoplastico, quali ADO ed IDO, e nuove mutazioni, rimangono
aree di investigazione. (76, 77)

È evidente che il futuro della sperimentazione clinica nei LNH sia
legato all’utilizzo di combinazioni biologicamente note, quali gli ini-
bitori dei checkpoints e gli agenti immunomodulanti piuttosto che
le molecole che interferiscono con vie oncogeniche di segnale, quali
quella del B-cell receptor. Nello specifico, è da ricordare che l’ibrutinib
è in grado di indurre iper-espressione di PD-1 e soppressione delle
chinasi T-cellulari IL2-inducibili, che alla fine porterebbe ad una più
efficace attivazione delle cellule Th1 e quindi ad una più efficiente
risposta immune. (78)

Anticorpi bi-specifici
Un anticorpo monoclonale bispecifico è una proteina artificiale
che è composta da frammenti di due diversi anticorpi monoclo-
nali che le permettono di legarsi contemporaneamente a due di-
versi tipi di antigene. Nel caso degli anticorpi BITE (Bispecific
cell T Engager), il blinatumomab ha due possibilità di legame, una
con le cellule T CD3+ e l’altra sulle cellule neoplastiche CD19+. (79)

Considerata la sua elevata capacità di attivare le cellule T, vengono
utilizzati bassi dosaggi del farmaco, che però, a causa della sua
breve emivita (2-3 ore), necessita dell’infusione continua endove-
nosa per lunghi periodi (4-8 settimane per ciclo). (80) Mentre il
blinatumumab è entrato prepotentemente nella pratica clinica
ematologica per i pazienti affetti da leucemia linfoblastica
acuta (81), ad oggi, pochi studi hanno valutato questo interessante
anticorpo nei pazienti con LNH. I primi studi riportano i risultati
di 21 pazienti con LNH recidivati-refrattari (82). Dosi tra 0,75 o
13 μg/m2 sono state somministrate due o tre volte a settimana.
Queste fasi I sono state sospese prematuramente per gli effetti col-
laterali soprattutto di tipo neurologico ed infettivo senza evidenti
risultati clinici. La discrepanza tra l’attività in vitro ed i primi ri-
sultati in vivo è stata attribuita alla schedula utilizzata. Uno studio
successivo di fase I, che includeva 76 pazienti con LNH recidi-
vati-refrattari (28 follicolari, 24 mantellari, 10 indolenti, 14
DLBCL), prevedeva la somministrazione di blinatumomab in in-
fusione continua. (83) I pazienti sono stati trattati con dosi di 0,5,
1,5, 5, 15, 30, 60 o 90 μg/m2/giorno per 4-8 settimane. Le rispo-
ste cliniche furono evidenziate a partire da 15 μg/m2/giorno, men-
tre la massima dose tollerata fu di 60 μg/m2/giorno. 
Le ORR globali sono state del 69%, con una percentuale di CR del

37%. Le risposte migliori sono state osservate nel linfoma follicolare
(CR = 40%, ORR 80%). La durata mediana della risposta per tutti
i pazienti è stata di 404 giorni, mentre quella per i pazienti che ave-
vano raggiunto la CR è stata di 508 giorni.
Un trial multicentrico di fase II per pazienti recidivati-refrattari con
DLBCL è stato condotto in 25 pazienti per valutare l’efficacia e la
tossicità del blinatumomab, o a dosi che incrementavano settima-
nalmente o a dose fissa. (84) La dose fissa scelta fu di 112 μg/die per
infusione continua fino a 8 settimane, e per successive 4 settimane
per i pazienti che avessero ottenuto una malattia stabile, dopo un
intervallo libero da terapia di 4 settimane. Gli altri pazienti riceve-
vano una schedula a dosaggio che incrementava gradualmente
(9 μg/die settimana 1, 28 μg/die settimana 2, poi 112 μg/die) e pre-
medicazione con desametasone. Nonostante questi accorgimenti, il
22% dei pazienti ha sospeso il trattamento per eventi avversi soprat-
tutto di tipo neurologico. Dei 21 pazienti valutabili (per raggiungi-
mento della dose target) 9 avevano risposto, 4 dei quali
raggiungendo la CR; la PFS complessiva è stata di 3,7 mesi.
In sintesi, si può ritenere che l’aumentata esperienza clinica con l’uso
di queste molecole abbia permesso di ridurre gli importanti effetti
collaterali inizialmente osservati. Inoltre, si stanno sviluppando for-
mulazioni sottocutanee di blinatumumab che dovrebbero migliorare
la compliance sia per i pazienti che per le strutture che li ospitano.

CAR-T
La terapia cosidetta chimeric antigen receptor (CAR) T-cell (CAR-T)
è una forma innovativa di immunoterapia in cui i linfociti T auto-
loghi vengono geneticamente modificati per esprimere recettori chi-
merici codificanti un frammento di una singola catena antigene-
specifica e varie molecole co-stimolatorie. I CARs, composti prima-
riamente da un dominio che lega l’antigene e da un dominio intra-
cellulare che serve all’attivazione dei linfociti T, ridirigono i linfociti
T-autologhi modificati ad identificare specificatamente ed ad eradi-
care le cellule neoplastiche riconosciute con modalità HLA-indipen-
denti. La terapia CAR-T ha avuto rilevante successo nel trattamento
delle leucemie linfoblastiche B esprimenti l’antigene CD19 (CD19-
CAR-T). (85) Inoltre, trials clinici con la specifica terapia CD19-
CAR-T hanno evidenziato grande efficacia nei pazienti con LNH a
cellule B recidivati-refrattari. (86)

Recentemente, risultati preliminari su 43 pazienti con LNH-B reci-
divati-refrattari, di cui 26 con DLBCL, 14 con linfoma follicolare,
e 3 con linfoma mantellare, di vari studi di fase II sono stati presen-
tati all’ASH nel 2015. (87) Solo 30 dei 43 pazienti hanno ricevuto
l’infusione delle CAR-T. 
Tredici pazienti non hanno potuto essere trattati a causa della pro-
gressione di malattia (n = 4), del fallimento del processo di produ-
zione delle CAR-T (n = 6), o per ritiro del consenso (n = 3). 
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Per i 28 pazienti valutabili (DLBCL, n = 15; LF, n = 12; linfomi
mantellari, n = 1), l’ORR dei singoli sottotipi istologici a 3 mesi dal-
l’infusione è stata rispettivamente del 47% nel DLBCL (CR, n = 3;
PR, n = 4), e 73% nel LF (CR, n = 4; PR, n = 4). Da notare che 6
pazienti che avevano ottenuto una PR a 3 mesi, hanno raggiunto la
CR a 6 mesi dall’infusione, dimostrando come le migliori risposte
si possano documentare più tardivamente rispetto alla tempistica at-
tesa dalla chemioterapia. Inoltre, i pazienti che raggiungono la CR
la mantengono a lungo. (88-89) La sindrome da rilascio di citochine
(CRS), caratteristico effetto collaterale associato alla somministra-
zione di CAR-T è stata osservata in 16 pazienti (53%), e la maggior
parte di esse erano di grado 2 (grado 2, n=14; grado 3, n=1; grado
4, n=1). È interessante notare come la prevalenza di CRS severa sia
relativamente più bassa rispetto a quella documentata nei pazienti
con leucemia acuta linfoblastica. (85)

Un gruppo del National Cancer Institute (NCI) ha riportato i ri-
sultati di un paziente con LF refrattario che ha raggiunto una PR
duratura dopo aver ricevuto l’infusione di CD19-CAR-T costi-
tuita da un nuovo costrutto ora sviluppato da Kite Pharma e de-
nominato KTE-C19. (90) Successivamente, gli investigatori hanno
disegnato uno studio di fase I che prevedeva la somministrazione
di CD19-CAR-T in pazienti con LNH recidivati/refrattari. (91)

Quattro dei sette pazienti valutabili (57%) hanno raggiunto la
CR, e due (28%) la PR.
Al momento la Kite Pharma sta conducendo un trial clinico multi-
centrico di fase I-II utilizzando questo costrutto, KTE-C19, in pa-
zienti recidivati/refrattari con DLBCL (ZUMA-1 trial). Per quanto
riguarda la fase I, sette pazienti avevano ricevuto KTE-C19 ad una
dose target di 2 x 106 cellule/kg. (92) Cinque di questi sette pazienti
(71%) raggiungevano una risposta obbiettiva nel primo mese dopo
l’infusione e 4/7 (57%) la CR. Sei su sette pazienti hanno presentato
come effetto collaterale una CRS (71%, 5 di grado 1-2, ed 1 di grado
4). La tossicità neurologica è stata documentata in tutti i pazienti
(di cui 3 di grado 3 e 1 di grado 4). La mediana della durata della
CRS e della tossicità neurologica è stata di 7-8 giorni. Sulla base dei
risultati della fase I, gli investigatori hanno proceduto alla fase II, i
cui risultati preliminari sono stati presentati all’ASH 2016. (93) In to-
tale, 101 pazienti avevano ricevuto KTE-C19, e 51 risultavano allora
eleggibili per l’analisi. Interessante il dato che nel 99% dei pazienti
si è riusciti a preparare un prodotto KTE-C19 da infondere, con un
tempo medio intercorso tra il prelievo aferetico e l’infusione delle
CAR-T di soli 17,4 giorni, tempo molto più breve se comparato ai
precedenti trials grazie anche allo sviluppo di procedure di espan-
sione, che ha reso possibile compiere il processo di produzione KTE-
C19 in 6-8 giorni. (94) La ORR è stata del 76% (47% CR and 29%
PR) (95). Le PFSs a 1 e 3 mesi sono state rispettivamente del 92% e
del 56%. La neurotossicità e la CRS di grado >3 si sono sviluppate
rispettivamente nel 20% e nel 29% dei pazienti. Il gruppo del Fred

Hutchinson Cancer Research Center (FHCRC) ha condotto uno stu-
dio di fase I con l’utilizzo di peculiari CAR-T (JCAR014, prodotto
con sottopopolazioni CD4+ e CD8+) nei LNH recidivati e refrattari.
(96) Proprio per le specificità del prodotto infuso, questo studio ha
evidenziato una significativa correlazione tra la chemioterapia indu-
cente la linfopenia, la dose cellulare, le risposte nonché gli effetti col-
laterali. In particolare, tra i 30 pazienti valutabili, i 18 che ricevevano
ciclofosfamide e fludarabina come chemioterapia per la linfodeple-
zione ottenevano un percentuale di CR significativamente più ele-
vata rispetto ai 12 casi trattati con ciclofosfamide ed etoposide (CR
50% vs. 8%, p = 0,02). Inoltre, i pazienti erano stati divisi in 3 coorti
che hanno rispettivamente ricevuto tre differenti dosi di cellule
(2x105/kg, 2x106/kg e 2x107/kg). 
Nel gruppo di pazienti che erano stati linfodepleti con ciclofosfamide
e fludarabina, la ORR più elevata è stata documentata nella coorte
che aveva ricevuto la dose cellulare intermedia [ORR: 1 di 3 (33%),
9 di 11 (82%) e 3 di 4 (75%), rispettivamente per le coorti 2x105/kg,
2x106/kg e 2x107/kg]. Infine, la coorte di pazienti a cui è stata som-
ministrata la dose cellulare più elevata ha sviluppato più frequente-
mente CRS di grado più severo [0 di 3 (0%), 1 di 11 (9%) e 3 di 6
(50%), rispettivamente per la coorte 2x105/kg, 2x106/kg e
2x107/kg]. In uno studio successivo di fase I (JCAR017, in cui le
CD19-CAR-T avevano un rapporto delle sottopopolazioni CD4+/
CD8+ di 1:1) 26 pazienti con LNH a cellule B, di cui 22 con isto-
logia aggressiva, furono trattati con ciclofosfamide e fludarabina se-
guito dall’infusione di 2x106/kg CAR-T. La percentuale di ORR fu
del 73%, con il 46% di CR. Dodici pazienti presentarono CRS di
grado 3-4 e neurotossicità di grado 3 ( 97). 
A fronte di una promettente efficacia, la terapia con CD19-CAR-T
presenta ancora molteplici problemi che devono essere risolti prima
di una realistica introduzione nella pratica clinica, come ad esempio
il controllo della malattia durante la fase di preparazione, i fallimenti
nella fase di produzione, e non ultimo il management degli impor-
tanti effetti collaterali.

Conclusioni
L’orizzonte terapeutico per i pazienti con linfoma, soprattutto per
quelli che rispondono poco o male alle terapie standard, si arricchisce
sempre di più di novità anche molto innovative. Ma è anche impor-
tante sottolineare che la vera sfida nel prossimo futuro sarà come ot-
timizzare e integrare nella pratica clinica tali farmaci con l’obiettivo
di conseguire la cura nei pazienti con linfoma. Un’ulteriore sfida, la
cui discussione va al di là dello scopo di questa review, sarà come ot-
timizzare i trattamenti anche da una prospettiva economica. Dati i
costi elevati di tutti i nuovi agenti nonché delle complesse procedure
terapeutiche descritte, la sostenibilità di ogni programma di tratta-
mento basato sul loro uso è probabile che diventi altrettanto impor-
tante quanto la loro efficacia.

Linfomi Maligni
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Mieloma Multiplo
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Introduzione
Il mieloma multiplo (MM) è una patologia neoplastica caratte-
rizzata dalla proliferazione di plasmacellule monoclonali nel mi-
dollo osseo e da sovrapproduzione di immunoglobuline o catene
leggere, che possono causare danno d’organo. 
Il trattamento per il MM è nettamente mig  liorato nell’ultimo
decennio grazie ai notevoli progressi nella comprensione della
patogenesi della malattia e all’introduzione di nuovi farmaci e
combi nazioni. Prima del 2000, la sopravvivenza media dei pa-
zienti con MM alla diagnosi era di circa 2,5 anni. I nuovi far-
maci di prima generazione, come l’inibitore del proteasoma
(bortezomib) e gli immunomodulanti IMiDs® (talidomide e
lenalidomide), e l’utilizzo del trapianto di cellule staminali au-
tologhe (ASCT) hanno sostanzialmente migliorato la soprav-
vivenza globale dei pazienti affetti da MM, che attualmente
varia da 5 a 7 anni.
Nonostante lo sviluppo di nuovi agenti che agiscono non solo
sulle cellule neoplastiche ma anche sul microambiente midollare,
il MM rimane una patologia incurabile nella maggior parte dei
pazienti e la prognosi per coloro che hanno una ricaduta precoce
o che diventano refrattari alle terapie è tuttora sfavorevole (1). 
Durante il decorso della malattia, i pazienti con MM possono
avere una recidiva della malattia o possono diventare refrattari alle
terapie esistenti, e i periodi di remissione diventano sempre più
brevi. Inoltre, i pazienti affetti da una malattia diventata refrattaria
a entrambi i farmaci immunomodulanti e al bortezomib hanno
una sopravvivenza libera da malattia e una sopravvivenza globale
di soli 5 e 9 mesi, rispettivamente (2). 
Pertanto, la ricerca di nuovi agenti con diversi meccanismi di azione
per superare la resistenza ai farmaci ha portato allo sviluppo di
IMiD e inibitori del proteasoma di seconda generazione, inibitori
dell’istone deacetilasi (HDACs), inibitori di Akt e mTOR. Inoltre,
sono stati recentemente proposti diversi tipi di immunoterapia che
includono anticorpi monoclonali, inibitori del checkpoint, cellule
T geneticamente modificate per esprimere recettori sintetici di an-

tigeni chimerici (CAR - chimeric antigen receptors) e vaccini.
In questo articolo prenderemo in esame l’immunoterapia, for-
nendo una visione approfondita riguardo alla recente introduzione
degli anticorpi monoclonali e del loro ruolo in combinazione con
altri farmaci. Sarà inoltre fornita una breve panoramica delle nuove
terapie cellulari attualmente in fase di sviluppo.

Anticorpi monoclonali
Elotuzumab 
L’elotuzumab è un anticorpo IgG1 monoclonale umanizzato di-
retto contro il CS1 (noto anche come SLAMF7), una glicoproteina
di superfice altamente espressa sulle cellule di mieloma e presente
a livelli inferiori sulle plasmacellule normali, sulle cellule NK e
sulle altre cellule T (3). CS1 media l’adesione delle cellule mielo-
matose alle cellule stromali del midollo osseo, promuovendo la
loro proliferazione e prevenendo l’apoptosi (4). 
Con il legame al CS1, elotuzumab inibisce gli effetti stimolatori
del midollo osseo sulle cellule di mieloma; inoltre, esercita l’attività
anti-mieloma tramite citotossicità cellulo-mediata anticorpo-di-
pendente (ADCC) esercitata dalle cellule NK (3). 
Il primo studio sull’uomo con elotuzumab come agente singolo è
stato condotto in 35 pazienti affetti da MM recidivato-
refrattario (5). In questo studio elotuzumab si è dimostrato ben tol-
lerato e la massima dose tollerata non è stata raggiunta alla dose
più alta testata di 20 mg/kg ogni due settimane. Gli eventi avversi
principali includevano reazioni correlate all’infusione del farmaco,
generalmente lievi o moderate, che si sono verificate durante la
prima dose di elotuzumab. Introducendo la premedicazione prima
dell’infusione del farmaco, non sono stati riportati eventi avversi
di grado 3-4, né gravi reazioni infusionali. Nonostante il buon pro-
filo di sicurezza riportato, elotuzumab in monosomministrazione
non ha indotto risposte oggettive, ma solo una stabilizzazione della
malattia nel 26,5% dei pazienti. Questi risultati hanno favorito la
sperimentazione di elotuzumab in combinazione con altri nuovi
farmaci in studi di fase II e III. 
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Anticorpi monoclonali anti-CD38
Il CD38 è una glicoproteina transmembrana di tipo II che esercita
funzioni di adesione e di segnale mediate dal recettore (6,7). Viene
espresso a livelli relativamente bassi sulle cellule linfoidi e mieloidi,
nonché su altri tessuti non ematologici, mentre è altamente espresso
sulle plasmacellule neoplastiche, diventando così un potenziale target
terapeutico. (8) Recentemente sono stati sviluppati tre anticorpi mo-
noclonali anti-CD38: il chimerico isatuximab (SAR650984) e gli an-
ticorpi completamente umanizzati daratumumab (DARA) e
MOR202 (MOR). (9) Ogni anticorpo è diretto contro un epitopo di-
stinto di CD38 e agisce con diversi meccanismi d’azione. 
Daratumumab
Daratumumab è un anticorpo monoclonale IgG1 completamente
umano diretto contro un epitopo specifico di CD38 sulla superficie
delle cellule di mieloma. (9) Esercita il suo effetto anti-mieloma at-
traverso l’attivazione della citotossicità complemento-dipendente
(CDC), mediante ADCC e tramite fagocitosi cellulare anticorpo-
dipendente (ADCP). Inoltre, daratumumab è in grado di indurre
l’apoptosi diretta delle cellule del mieloma e modula l’attività enzi-
matica di CD38 (9-13) Nel primo studio sull’uomo con daratumumab
(GEN501) la massima dose tollerata non è stata raggiunta, valu-
tando livelli di dose fino a 24 mg/kg. In questo studio è stato ripor-
tato un tasso di risposte del 36% in pazienti fortemente pre-trattati
alla dose di 16 mg/kg di daratumumab. L’efficacia sembrava essere
correlata alla dose, e infatti la risposta globale era del 10% con la
dose di 8 mg/kg e 35% con la dose di 16 mg/kg. (14,15) 

Nello studio di fase II SIRIUS, daratumumab alla dose di 16 mg/kg
è stato testato in 106 pazienti dopo una mediana di 5 terapie prece-
denti. La maggior parte dei pazienti aveva fallito una precedente te-
rapia con lenalidomide e bortezomib, e molti erano refrattari a
pomalidomide e carfilzomib. La terapia con daratumumab ha in-
dotto una risposta nel 29% dei pazienti, una sopravvivenza libera
da progressione (PFS) mediana di 3,7 mesi e una sopravvivenza me-
diana di 17,5 mesi. Da sottolineare il tasso di risposta del 21% os-
servato nei pazienti refrattari a 4 farmaci (bortezomib, lenalidomide,
pomalidomide e carfilzomib). (16) Nell’analisi aggregata degli studi
GEN501 e SIRIUS circa un terzo dei pazienti trattati con daratu-
mumab alla dose di 16 mg/kg ha raggiunto una risposta superiore
alla risposta parziale (≥PR). Le risposte si sono dimostrate durature
(durata mediana: 7,6 mesi) e indipendenti dal numero di terapie
precedenti e della funzionalità renale del paziente (17). La PFS e OS
mediani sono rispettivamente di 4 e 20 mesi. Una differenza note-
vole di PFS è stata osservata tra i pazienti rispondenti (≥PR) e quelli
non rispondenti (mediana, 15 vs 1 mese). È interessante notare che
un vantaggio di sopravvivenza è stato riportato non solo nei pazienti
rispondenti a DARA (sopravvivenza mediana non raggiunta), ma
anche nei pazienti con una malattia stabile o una risposta minima
(sopravvivenza mediana di 19 mesi) rispetto ai pazienti non rispon-

denti (sopravvivenza mediana di 4 mesi). Le reazioni infusionali si
sono verificate nel 48% dei pazienti; tuttavia, solo nel 3% dei casi si
sono dimostrare severe (≥ grado 3-4). Tali reazioni sono avvenute
principalmente durante la prima infusione di DARA (96%), e in
misura nettamente inferiore durante le infusioni successive (7%).
Pertanto daratumumab in monosomministrazione è stato approvato
negli Stati Uniti nel novembre 2015 dalla Food and Drug Admini-
stration (FDA), e successivamente in Europa da parte dell’Agenzia
Europea del farmaco (EMA), per i pazienti con MM che hanno ri-
cevuto almeno 3 linee precedenti di terapia tra cui un inibitore del
proteasoma e un IMiD o che sono refrattari a un inibitore del pro-
teasoma e ad un IMiD. 
Isatuximab (SAR650984) 
Isatuximab (SAR650984) è un anticorpo chimerico anti-CD38 ge-
nerato dall’immunizzazione con cellule murine 300-19 transfettate
per esprimere il CD38 umano (18). Isatuximab induce la morte cel-
lulare tramite ADCC in tutte le linee CD38+ testate, e ADCP e
CDC in modelli in vitro, ed esercita anche un effetto pro-apoptotico.
Isatuximab è stato valutato in uno studio di dose escalation (0,3-
20 mg/kg) per determinare la massima dose tollerata e il profilo di
sicurezza in pazienti con diverse malattie ematologiche recidivate/re-
frattarie. In 18 pazienti affetti da MM recidivato/refrattario pe -
santemente pre-trattati (numero mediano di terapie precedenti 6),
trattati con dose ≥ 10 mg/kg di isatuximab, è stata documentata al-
meno una PR nel 33% dei pazienti, compresa una risposta completa
(CR) nell’11 %. Le reazioni infusionali si sono verificate principal-
mente durante la prima infusione e non erano gravi (grado 1-2).
Le tossicità più comuni correlate al trattamento includevano astenia
(53%) e nausea (35%), e l’evento più frequente di grado 3-4 corre-
lato al farmaco è stato la polmonite (8%).

Inibitori del checkpoint
Recentemente, l’interazione tra il tumore e il sistema immunitario
è diventata una questione di grande rilevanza nelle patologie tumo-
rali. È stato evidenziato che le cellule tumorali possono compromet-
tere il sistema immunitario di controllo dell’ospite attraverso percorsi
diversi, quali la proteina 4 associata ai T-linfociti (CTLA-4) e pro-
grammed-death 1 (PD-1), bloccando l’attività immunitaria con
l’espressione di ligandi dei recettori immunitari checkpoint. Anti-
corpi monoclonali diretti contro i ligandi e i recettori coinvolti per-
mettono di revertire la down-regolazione delle cellule T indotta dal
tumore e di aumentare la risposta immune contro le cellule neopla-
stiche (46). Due anticorpi monoclonali anti-PD1, nivolumab e pem-
brolizumab, e un anticorpo monoclonale contro il ligando
(anti-PDL1) durvalumab, sono attualmente in sperimentazione in
pazienti affetti da MM (19). 
Nivolumab come agente singolo (alla dose di 3 mg/kg) è stato testato
in 27 pazienti con mieloma recidivato/refrattario. Con questo far-
maco non sono state osservate risposte oggettive, tuttavia il 63% dei
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pazienti ha ottenuto una stabilizzazione della malattia (20). Pembro-
lizumab è un anticorpo monoclonale IgG4 umanizzato, diretto con-
tro PD-1, che blocca l’interazione tra PD-1 e PD-L1/PD-L2.
Pembrolizumab ha dimostrato un’efficace attività antitumorale e una
tossicità gestibile in vari tipi di tumore (21).

Strategie terapeutiche di
combinazione con anticorpi
monoclonali
Elotuzumab 
I dati provenienti da modelli preclinici suggeriscono un’attività si-
nergica di elotuzumab con bortezomib e lenalidomide, probabil-
mente mediata dall’aumento dell’attività ADCC dell’elotuzumab e
dalla stimolazione dell’attività cellulare NK (4,22)

In uno studio di fase II in pazienti lenalidomide-naive con mieloma
recidivato dopo una mediana di 2 terapie precedenti, la combinazione
di elotuzumab-lenalidomide-dexametasone (EloRd) si è dimostrata
fattibile ed efficace, con l’85% di risposte parziali o migliori (≥PR)(23).
In un altro studio, EloRd ha indotto l’82% di ≥PR e il 32% di ri-
sposte parziali molto buone (VGPR) o remissioni complete. L’espo-
sizione precedente a nuovi agenti o il numero di terapie precedenti
non sembra influenzare il tasso di risposta (24). Non si è verificata
nessuna tossicità limitante la dose (DLT) e la massima dose tollerata
non è stata raggiunta.
Sulla base di questi risultati incoraggianti, è stata condotto uno studio
randomizzato di fase III che ha confrontato la combinazione EloRd
con lenalidomide-desametasone (Rd) (ELOQUENT-2) (25, 26). Nel
complesso, 321 pazienti sono stati assegnati al gruppo elotuzumab e

325 al gruppo di controllo. Dopo un follow up mediano di 24,5
mesi, il PFS mediano nel gruppo elotuzumab è stato pari a 19 mesi
rispetto ai 15 mesi del gruppo di controllo, con una riduzione relativa
del 30% del rischio di progressione di malattia o di morte (p <0,001).
Il tasso di risposte (≥PR) nel gruppo elotuzumab è stato pari al 79%
rispetto al 66% nel gruppo di controllo (p <0,001). Gli eventi avversi
più comuni di grado 3-4 nei due gruppi sono stati: linfocitopenia,
neutropenia, astenia e polmonite. Le reazioni infusionali si sono ve-
rificate nel 10% dei pazienti trattati con elotuzumab e sono state per
lo più di grado 1 o 2 (Tabella 1).
Elotuzumab è stato anche valutato in combinazione con bortezomib
in uno studio di fase I. (27) Non si è verificata nessuna tossicità limi-
tante la dose e la massima dose tollerata non è stata raggiunta. Ri-
spettivamente il 48% e il 63% dei pazienti valutati hanno raggiunto
almeno una risposta parziale e una risposta minima. Gli eventi av-
versi sono stati principalmente reazioni infusionali di grado 1-2, os-
servati nel 71% dei pazienti. Un confronto formale tra elotuzumab-
bortezomib-desametasone (EloVd) e bortezomib-desametasone (Vd)
è stato condotto in 150 pazienti affetti da MM recidivato/refrattario
di cui la metà aveva precedentemente ricevuto bortezomib. (28) No-
nostante un tasso di risposta sovrapponibile (66% vs 63%), è stata
riportata una tendenza verso un migliore PFS a favore dei pazienti
che hanno ricevuto EloVd rispetto a quelli trattati con Vd (PFS me-
diano, 10 vs 7 mesi, HR 0,72, p = 0,09). In un’analisi preliminare
di sopravvivenza, l’OS di 2 anni era del 73% con EloVd e 66% con
Vd. L’associazione di elotuzumab a Vd non ha aggiunto tossicità si-
gnificative: gli eventi avversi seri di grado 3-4 si sono verificati nel
71% dei pazienti che hanno ricevuto EloVd e nel 60% di quelli trat-
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Tabella 1 - Risultati (efficacia e principali tossicità) degli studi di fase III con anticorpi monoclonali (daratumumab e elotuzumab) nel MM recidivato/refrattario.

Studi

CASTOR
(daratumumab-bortezomib-
desametasone vs. bortezomib-desa-
metasone)

POLLUX
(daratumumab-lenalidomide- 
desametasone vs. lenalidomide-de-
sametasone)

ELOQUENT-2
(elotuzumab- lenalidomide- 
desametasone vs. lenalidomide- 
desametasone)

Tasso di risposta (≥PR) (%) 83% vs 63% 93% vs 76% 79% vs 66%

Sopravvivenza libera da
progressione, mediana (mesi)

Non raggiunta vs 7,2
HR 0,39 (95% CI, 0,28-0,53)

Non disponibile
HR 0,37 (95% CI, 0,27-0,52)

19,4 vs 14,9
HR 0,70 (95% CI, 0,57-0,85)

Eventi avversi ematologici 
Grado 3-4

Anemia 14% vs 16%
Neutropenia 13% vs 4%
Trombocitopenia 45% vs 33%
Linfopenia 10% vs 3%

Anemia 12% vs 20%
Neutropenia 52% vs 37%
Trombocitopenia 13% vs 13%
Linfopenia 5% vs 4%

Anemia 19% vs 21%
Neutropenia 34% vs 44%
Trombocitopenia 19% vs 20%
Linfopenia 77% vs 49%

Eventi avversi non ematologici 
Grado 3-4

Polmonite 8% vs 10%
Neuropatia periferica 5% vs 7%
Diarrea 4% vs 1%
Ipertensione 7% vs 1%
Reazioni infusionali 9% vs 0

Polmonite 8% vs 8%
Fatigue 6% vs 3%
Dispnea 3% vs 1%
Reazioni infusionali 5% vs 0

Fatigue 8% vs 8%
Diarrea 5% vs 4%
Reazioni infusionali 1% vs 0
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tati con Vd. Le tossicità principali includono infezioni (21% vs
13%) e piastrinopenia (9% vs 17%).
I dati preliminari di uno studio spagnolo di fase II hanno mostrato
un profilo di tossicità favorevole e un’efficacia promettente con elotu-
zumab combinato a talidomide e basse dosi di desametasone (EloTd)
in 44 pazienti affetti da MM recidivato/refrattario fortemente pre-
trattati (3 terapie precedenti) (29). Da protocollo, è stata aggiunta la ci-
clofosfamide nel 28% dei pazienti a causa di mancata risposta o per
progressione. I principali eventi avversi riportati erano astenia (qua-
lunque grado, 35%) e edemi periferici (qualsiasi grado, 25%). La com-
binazione EloTd ha determinato una risposta oggettiva nel 38% dei
pazienti, con un PFS e OS mediani di 4 e 13 mesi, rispettivamente.
Sulla base dei dati suddetti, EMPLICITI® (elotuzumab) è stato ap-
provato negli Stati Uniti dalla FDA, e successivamente in Europa da
parte dell’EMA, in combinazione con lenalidomide e desametasone
per il trattamento del MM in pazienti adulti che hanno ricevuto al-
meno una linea di terapia precedente.

Anticorpi monoclonali anti-CD38
Lenalidomide migliora l’efficacia degli anticorpi monoclonali grazie
alla capacità di valorizzare l’ADCC e l’attività delle cellule effettrici
(ad esempio, le cellule NK) e di up-regolare l’espressione del CD38
sulle cellule di MM (30,31). La combinazione di daratumumab con le-
nalidomide e desametasone (DaraRd) è stata inizialmente valutata in
uno studio di fase I/II per pazienti affetti da MM recidivato/refrattario.
Nella fase di espansione dello studio che ha incluso 32 pazienti, non
refrattari a lenalidomide e con una mediana di 2 linee di terapia pre-
cedenti, daratumumab è stato somministrato alla dose di 20 mg/kg.
Il tasso di risposta è stato dell’88%, incluso il 25% di CR (32).
Sulla base di questi risultati, DaraRd (DARA 16 mg/kg) è stato for-
malmente confrontato con lo standard Rd in uno studio di fase III
(POLLUX), arruolando 569 affetti da MM recidivato/refrattario dopo
avere ricevuto almeno una precedente terapia (33). I pazienti nel braccio
sperimentale hanno mostrato un rischio significativamente più basso
di progressione della malattia o di morte rispetto ai pazienti nel braccio
di terapia standard (HR 0,32; p <0,001), indipendentemente dal nu-
mero di terapie precedenti ricevute o dall’esposizione precedente a le-
nalidomide. Inoltre, una percentuale significativamente maggiore di
pazienti trattati con DaraRd ha raggiunto una malattia minima residua
negativa (MMR, soglia di 1 cellula tumorale per 105 cellule) rispetto
a quelli del gruppo Rd (22% vs 5%, p <0,001). L’aggiunta di daratu-
mumab a Rd non ha influenzato la tollerabilità della combinazione:
gli eventi avversi che hanno portato alla sospensione del trattamento
sono stati infatti simili nei 2 gruppi (7% vs 8%) (Tabella 1).
Un altro studio randomizzato di fase III (CASTOR), ha valutato il
beneficio dell’aggiunta del daratumumab a bortezomib-desametasone
(Vd) in confronto con la terapia standard Vd sempre in pazienti in
recidiva. Daratumumab-Vd ha significativamente migliorato il PFS
mediano, con una riduzione del rischio di progressione del 61%

(p <0,001) e ha indotto un notevole aumento del tasso di risposta glo-
bale (83% vs 63%, p <0,001) e di risposte di elevata qualità ≥VGPR
(59% vs 29%, p <0,001). Analogamente a quanto riportato nello stu-
dio POLLUX, l’aggiunta di daratumumab ha significativamente au-
mentato il tasso di MMR negativa a tutte le soglie esaminate (1 cellula
tumorale per 104, 105 e 106 cellule, p <0,001) (34,35) (Tabella 1). Il da-
ratumumab è stato anche testato in combinazione con altri farmaci
di nuova generazione come carfilzomib e pomalidomide. Uno studio
in corso di fase Ib sta valutando la tripletta daratumumab- carfilzo-
mib-dexametasone. Un altro studio ha valutato il ruolo di daratumu-
mab associato a pomalidomide (DaraPd) in 77 pazienti affetti da MM
recidivato/refrattario dopo 3,5 precedenti linee di trattamento. I ri-
sultati preliminari sono promettenti: daratumumab non ha aggiunto
tossicità significative a quelle riportate con pomalidomide, ad ecce-
zione dello reazioni infusionali, che si sono verificate nel 61% dei pa-
zienti. In 53 pazienti valutabili per efficacia, il tasso di risposta è stato
del 58,5%, con risultati simili nella popolazione doppia refrattaria sia
a lenalidomide che a bortezomib (≥PR 57,5%). (36) Un altro interes-
sante anticorpo monoclonale anti-CD38 è isatuximab (SAR650984),
che ha dimostrato effetti antitumorali sinergici o additivi in combi-
nazione con lenalidomide, bortezomib, carfilzomib e melphalan in
modelli tumorali murini. Isatuximab in combinazione con Rd in pa-
zienti fortemente pre-trattati (con un mediana di 7 trattamenti pre-
cedenti) ha ottenuto un tasso di risposta del 63% alla dose di 10 mg/kg
e una riduzione della paraproteina >90% in circa un terzo dei pazienti.
La maggioranza dei pazienti in questo studio era ricaduta o refrattaria
a lenalidomide, tuttavia il tasso di risposta riportato in questo sotto-
gruppo è stato del 48%. Inoltre il PFS mediano è stato complessiva-
mente di 6,2 mesi, mentre nei pazienti che avevano ricevuto solo 1-2
linee di terapie precedenti (n=7), il PFS mediano non era stato ancora
raggiunto al momento dell’aggiornamento dei dati. In particolare, la
risposta al trattamento è stata osservata anche nei pazienti refrattari a
bortezomib, carfilzomib o pomalidomide (37).

Inibitori del checkpoint
Negli studi preclinici, lenalidomide ha dimostrato di aumentare l’ef-
ficacia del blocco del checkpoint nel contrastare la crescita tumo-
rale (38). Questo dato ha fornito il razionale scientifico per la
combinazione degli inibitori del checkpoint (pembrolizumab, anti-
PD1 e durvalumab, anti-PD-L1) con gli immunomodulanti.
In uno studio di fase I di dose escalation, il pembrolizumab combi-
nato con Rd (PembroRd) è stato testato in pazienti recidivati/refrat-
tari, dopo almeno due regimi precedenti di terapia. Da sottolineare
che il 76% dei pazienti erano refrattari a lenalidomide mentre il 30%
erano doppi refrattari. Gli eventi avversi più comuni sono stati trom-
bocitopenia (28%) e neutropenia (24%). Inoltre, il 76% dei pazienti
ha raggiunto almeno una risposta parziale, con una durata mediana
di 10 mesi (39) (Tabella 2). Un altro studio di fase II sta valutando la
sicurezza e l’efficacia di pembrolizumab associato a pomalidomide-
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Tabella 2 - Dati clinici degli studi con inibitori del check point in pazienti affetti da mieloma multiplo recidivato/refrattario.

Target Farmaco Combinazioni
Fase
dello

studio

Popolazione di
pazienti

(Numero di pazienti
affetti da mieloma)

Disponibilità
risultati
clinici
(SI/NO)

Risposta
(%)

(≥PR)

Referenza
o NCT

PD-1 Nivolumab

Braccio 1: nivolumab monoterapia
Braccio 2: nivolumab + ipilimumab / Lirilu-
mab
Braccio 3: daratumumab + nivolumab ± po-
malidomide- dexamethasone

1 MM recidivato/
refrattario ≥ 2 prece-
denti terapie (375*)

N - NCT01592370

Braccio 1: nivolumab + pomalidomide- de-
sametasone
Braccio 2: pomalidomide- desametasone
Braccio 3: nivolumab + elotuzumab + po-
malidomide- desametasone

3 MM recidivato/
refrattario ≥ 2 prece-
denti terapie (406*)

N - NCT02726581

PD-1 Pembrolizumab

- 1 MM smoldering (16) N - NCT02603887

Lenalidomide-desametasone 1 MM recidivato/
refrattario ≥ 2 prece-
denti terapie (40)

S 50% Mateos et al. (39)

Lenalidomide-desametasone
± pembrolizumab

3 MM alla diagnosi non
elegibile al trapainto
(640*)

N - NCT02579863

Pomalidomide-desametasone 1/2 MM recidivato/
refrattario, refrattario a
lenalidomide ≥ 2 pre-
cendenti terapie (48)

S 65% Badros et al. (40)

Pomalidomide-desametasone
± pembrolizumab

3 MM recidivato/refrat-
tario ≥ 2 precedenti
terapie (300*)

N - NCT02576977

PD-L1 Durvalumab

Braccio 1: durvalumab + lenalidomide-desa-
metasone in pazienti ad alto rischio non elelgi-
bili al trapianto, alla diagnosi
Braccio 2: durvalumab + lenalidomide-desa-
metasone in pazienti a rischio standard alla
diagnosi non elegibili al trapianto
Braccio 3: durvalumab + lenalidomide in man-
tenimento per pazienti ad alto rischio post tra-
pianto alla diagnosi

1b MM alla diagnosi
(138*)

N - NCT02685826

Braccio 1: durvalumab 
Braccio 2: durvalumab + pomalidomide
Braccio 3: durvalumab + pomalidomide-de-
sametasone

1b MM recidivato/refrat-
tario ≥ 2 precedenti
terapie (138*)

N - NCT02616640

* Numero atteso di pazienti affetti da MM arruolati



dexametasone (PembroPd) in pazienti con MM recidivato/refratta-
rio (40). Un’analisi preliminare di 24 pazienti valutabili, in precedenza
esposti a im munomodulanti e inibitori del proteasoma, ha mostrato
che la combinazione PembroPd è stata ben tollerata: la maggior parte
degli eventi avversi di grado 3-4 sono stati ematologici, e non sono
state riportate reazioni infusionali. 
Sono state riportate tossicità di tipo autoimmune come ipotiroidi-
smo (8%) transaminite (8%) e polmoniti (4%). Questa combina-
zione ha anche mostrato una buona efficacia, con un tasso di risposta
(≥PR) del 50% (Tabella 2).

Combinazioni farmaci e immunoterapia 
Nei prossimi anni i pazienti affetti da MM avranno a disposizione
diverse opzioni terapeutiche nella fase di ricaduta della malattia
(Tabella 3). La scelta del trattamento più appropriato deve tener

conto delle condizioni del paziente, dell’aggressività della malattia,
delle precedenti linee di terapia e della sensibilità o refrattarietà a
diversi farmaci. Pertanto, quando è possibile, sarebbe preferibile
un approccio di combinazione di diversi farmaci con differenti
meccanismi di azione antitumorale. 
Le combinazioni di quattro farmaci potrebbero diventare la strategia
terapeutica futura, che potrebbe prevedere anche l’incorporazione
di anticorpi monoclonali nella terapia di prima linea e di manteni-
mento per migliorare ulteriormente la profondità (raggiungimento
della MMR negatività) e la durata della risposta, sia nei pazienti gio-
vani che in quelli anziani. 
Nonostante sia attivo anche come agente singolo, l’anticorpo mo-
noclonale anti-CD38 combinato con altri farmaci, come lenalido-
mide e bortezomib, ha portato a risultati senza precedenti (33,34). 
Per questo motivo daratumumab in futuro potrebbe diventare parte

Classe Farmaco Target Combinazione testata

Inibitori del proteasoma Carfilzomib KTd
KRd
KPd
K-filanesib

Ixazomib Ixazomib-Rd
Ixazomib-Pd

Immunomodulanti Pomalidomide PVD
KPd
Ixazomib-Pd
Dara-Pd
Pembrolizumab-Pd
Durvalumab-Pd
Elo-Pd

Anticorpi monoclonali Elotuzumab CS1 Elo-Rd
Elo-Vd
Elo-Pd

Daratumumab CD38 Dara-Rd
Dara-Vd
Dara-Pd

Isatuximab CD38 Isatuximab-Rd
Isatuximab-VCD

Inibitori del checkpoint Pembrolizumab PD-1 Pembrolizumab-Rd

Pembrolizumab-Pd
Durvalumab

PDL-1 Durvalumab-Rd
Durvalumab-Pd

K carfilzomib, T thalidomide, d desametasone, P pomalidomide, V bortezomib, Dara daratumumab, C ciclofosfamide
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Tabella 3 - Nuovi farmaci e combinazioni in corso di sperimentazione. 
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integrante del trattamento iniziale sia di pazienti giovani che di pa-
zienti anziani, anche considerando il buon profilo di tollerabilità. 
Alla ricaduta del MM, l’aggiunta di elotuzumab ai regimi standard
di terapia, in particolare alla combinazione Rd, ha significativa-
mente migliorato il PFS e il tempo alla terapia successiva (24, 25). Al
momento, elotuzumab potrebbe essere considerato un valido trat-
tamento per i pazienti che non ricevono una terapia continuativa
con lenalidomide. In futuro elotuzumab potrebbe essere valutato
come opzione nella terapia di mantenimento o in combinazione
con i trattamenti standard in fase di recidiva, in particolare in caso
di recidiva non aggressiva.
Pomalidomide può essere combinata con gli anticorpi monoclonali
considerata l’attività immunologica sinergica e la potenza di questa
combinazione (36), in particolare quando i pazienti diventano refrattari.
Gli agenti di nuova generazione inclusi gli anticorpi monoclonali
sembrano superare la prognosi infausta determinata dalla presenza
di anomalie cromosomiche ad alto rischio, ma la maggior parte dei
dati è stata ottenuta in studi non randomizzati e pertanto è necessa-
rio un ulteriore follow up.
Gli anticorpi monoclonali, soprattutto se combinati con IMID e
inibitori del proteasoma, possono superare la resistenza ai farmaci,
migliorare l’efficacia delle terapie ed essere una strategia preziosa per
combattere l’eterogeneità clonale del MM.
Inoltre, sono state sviluppati una serie di nuovi farmaci (come gli
inibitori di mTOR, di MEK1/2, di BRAF, di AKT a anti-IL-6), con
diversi target e meccanismi di azione, che sono attualmente in fase
di indagine in studi di fase precoce. Alcuni di questi composti hanno
già mostrato un’attività anti-mieloma nel contesto delle sperimen-
tazioni cliniche. È quindi probabile che le combinazioni di diversi
farmaci diventeranno un approccio terapeutico standard sia per il
mieloma alla diagnosi che per il paziente recidivato/refrattario.

Nuove terapie cellulari 
Impressionanti risultati preliminari sono stati osservati in pazienti con
neoplasie ematologiche delle cellule B trattati con l’infusione di cellule
T geneticamente modificate per esprimere recettori sintetici di antigeni
chimerici (CAR) diretti contro l’antigene di superficie linea-specifico
CD19. Le cellule T progettate con un CAR anti-CD19 hanno indotto
una risposta completa anche in un paziente con MM (41). 
Recentemente, sono state progettate altre cellule CAR-T per colpire
antigeni superficiali espressi dalle cellule di MM che comprendono
CD38, CD138, CD269, l’antigene di maturazione delle cellule B
(BCMA), le catene leggere κ, CS1 (CD319) e CD44v6. Tuttavia,
nonostante la loro efficacia, l’infusione delle cellule CAR-T è gravata
da alcune tossicità a breve e a lungo termine, in particolare la sin-
drome da rilascio di citochine e casi di aplasia prolungata (42). Sono
in studio anche cellule modificate geneticamente che appartengono
all’immunità innata come le cellule NK. La modificazione delle linee

cellulari umane NKL e NK-92 con un vettore lentivirale codificante
per CS1 e CD138 CAR sembra fattibile. 
Tuttavia, sono ancora necessari diversi passaggi per ottimizzare e con-
validare l’utilizzo di cellule NK modificate con CAR, e questi risul-
tati saranno indispensabili prima che il loro uso clinico più ampio
diventi fattibile.

Immunoterapia cellulare adottiva e cellule CAR-T 
Le cellule CAR-T sono cellule T autologhe o allogeniche progettate
geneticamente per esprimere un recettore chimerico specifico per
un antigene associato al tumore espresso sulla superficie cellulare
neoplastica. CAR sono inoltre dotati di domini co-stimolatori, che
aumentano l’attivazione e la funzione delle cellule CAR-T e pro-
muovono la loro proliferazione e il rilascio di citochine. Le cellule
CAR-T presentano sia vantaggi che limitazioni. Non sono limitati
dall’HLA del paziente. Tuttavia, l’appropriata selezione degli antigeni
è fondamentale per prevenire eventuali tossicità sulle cellule e tessuti
non tumorali. Infatti, molti potenziali target hanno un’ampia espres-
sione sulle cellule e sui tessuti normali (43). 
Le cellule CAR-T dirette contro il CD19 hanno mostrato un’im-
portante attività nella leucemia linfoblastica acuta e nella leucemia
linfocitica cronica (44-47). Anche se l’espressione di CD19 non è di
solito associata al MM, alcuni studi hanno identificato la sua espres-
sione su un piccolo sottogruppo di cellule staminali di MM che in
parte può essere responsabile della recidiva della malattia (48). Garfall
et al. hanno descritto un paziente trattato con cellule anti-CD19
CAR-T (CTL019) (41). Il paziente è stato sottoposto ad infusione
CTL019 dopo un trapianto standard. Dopo l’infusione delle cel-
lule, non sono stati osservati febbre o altri sintomi della sindrome
da rilascio di citochine. Le cellule CTL019 sono state rilevate sia
nel sangue che nel midollo osseo fino a diversi giorni dopo l’infu-
sione. Il paziente ha iniziato la terapia di mantenimento con lena-
lidomide 3 mesi dopo. La risposta completa (CR) è stata ancora
osservata ad un anno di follow up. Da sottolineare che la risposta è
stata raggiunta nonostante l’assenza di espressione di CD19 sul
99,95% delle plasmacellule. 
Un aggiornamento di questa studio è stato recentemente riportato
al meeting dell’American Society of Hematology nel dicembre 2016
su una serie di 12 pazienti (49). Complessivamente, a 10 su 12 pa-
zienti sono state infuse cellule CTL019 12-14 giorni dopo l’infu-
sione di melphalan con successiva reinfusione di cellule staminali.
Sei pazienti hanno ottenuto una risposta parziale molto buona
(VGPR), 2 pazienti una risposta parziale (PR), 2 pazienti sono pro-
grediti; sono stati riportati solo eventi avversi minori.
Più recentemente, è stato identificato l’antigene di maturazione
delle cellule B (BCMA) come target di CAR nel MM. BCMA è
una proteina di superficie coinvolta nella differenziazione e matu-
razione delle cellule B in plasmacellule. Inoltre, BCMA è altamente
espresso anche sulle cellule di MM. Ali et al. hanno riportato uno
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studio di fase I con un anti-BCMA-CAR con una molecola co-sti-
molante CD28 (50) . Dodici pazienti hanno ricevuto dosi crescenti
di cellule CAR-T a 0,3, 1, 3 o 9 × 106/kg. 
Tutti i pazienti sono stati trattati con ciclofosfamide e fludarabina
prima dell’infusione di cellule CAR-T. Le risposte includono:
remissione completa stringent (sCR, n=1), Very Good Partial
Response (VGPR) (n=2), PR (n=1) e SD (n=8). Sia le risposte
migliori e sia gli effetti collaterali più rilevanti si sono verificati nei
pazienti trattati a dosi più alte. Un solo paziente è recidivato con
cloni BCMA negativi nel midollo. 
Sono attualmente in corso altri studi su BCMA e alcuni risultati pre-
liminari sono stati presentati all’ASH del 2016 dal gruppo dell’Uni-
versità della Pennsylvania (50). Nella fase I dello studio di escalation
della dose, è stata sperimentata una seconda generazione di 4-1BB-
CD3ζ cellule anti-BCMA-CAR-T; 6 pazienti hanno ricevuto infu-
sioni così suddivise: 10% il giorno 0, 30% il giorno 1 e 60% il
giorno 2. Nel complesso, 5 pazienti hanno sviluppato una sindrome
da rilascio di citochine; 2 pazienti hanno richiesto il trattamento anti
IL-6 con tocilizumab. 
È interessante notare che, anche se questi 2 pazienti avevano ricevuto
solo il 40% della dose di cellule CAR-T prevista, hanno ottenuto
una stringent CR e una VGPR, rispettivamente. Cinque mesi dopo
l’ultima infusione, il paziente che aveva raggiunto la VGPR ha avuto
una progressione della malattia ed è stata osservata una concomitante
riduzione delle cellule circolanti CAR-T. In particolare, l’espressione
di BCMA è stata persa sulle cellule del MM, e questo potrebbe essere
un “antigen escape”. Nel complesso, gli altri 4 pazienti hanno mo-
strato una malattia stabile, una risposta minima o una PD con una
bassa espansione delle cellule CAR-T. 
Berdeja et al. hanno riportato i risultati su una coorte di 9 pazienti
con MM recidivato/refrattario infusi con cellule anti-BCMA-CAR-
T di seconda generazione (bb2121) con 4-1BB co-stimolazione (51).
I pazienti hanno ricevuto infusioni singole a diverse dosi (5, 15, o 45
× 107) dopo condizionamento con ciclofosfamide e fludarabina. Le
risposte migliori sono state ottenute dopo l’infusione di 15 × 107 cel-
lule CAR-T: 2 pazienti hanno mostrato una stringent CR e 1 VGPR.
CD138 (noto anche come Sindecan 1) è una proteina di superficie
espressa sulle plasmacellule normali e maligne, che lega molecole di
collagene e fibronectina della matrice extracellulare (52). Data la sua
elevata espressione sulle cellule di MM, è stato considerato un ber-
saglio interessante. Un gruppo cinese ha riportato risultati prelimi-
nari utilizzando un anti CD138 CAR su 5 pazienti refrattari (53). 
Le infusioni sono state ben tollerate, ed è stata segnalata solo febbre
di lieve entità. Per quanto riguarda le risposte, è stata ottenuta una
malattia stabile in 4 su 5 pazienti. Tuttavia, questi sono solo risul-
tati preliminari di cui si attende un’ulteriore conferma. Da sotto-
lineare che CD138 non è specificatamente espresso dalle cellule
MM ma è anche espresso da cellule epiteliali, pertanto questo po-

trebbe essere un problema per eventuali tossicità off-tumor. 
Altri studi clinici e preclinici con cellule CAR-T dirette contro altri
target specifici del MM sono in corso. Le cellule CAR-T sono una
forma promettente di immunoterapia nel MM, tuttavia potrebbero
esserci delle limitazioni. Innanzitutto è da tenere in considerazione
il fenomeno di antigen escape delle cellule CAR-T mirate contro un
singolo antigene presente sulle cellule di MM. Per superare questo
problema, colpire due diversi antigeni potrebbe migliorare la speci-
ficità e l’efficacia delle cellule CAR-T. 
Sono state sollevate altre preoccupazioni riguardo l’efficacia, come
la profondità e la durata degli effetti antitumorali e il profilo di tos-
sicità, e le potenziali tossicità sistemiche gravi incluso il rischio di
sindrome da rilascio di citochine (42). Infatti, la presenza di un’alta
massa tumorale potrebbe essere associata con un rischio più elevato
di sindrome da rilascio di citochine. Inoltre, sono state segnalate
anche tossicità specifiche in modo aneddotico. È recentemente stato
pubblicato un caso di sindrome da encefalopatia reversibile poste-
riore (PRES) avvenuta dopo l’infusione di cellule anti-BCMA CAR-
T con peggioramento dei sintomi neurologici nonostante il
trattamento con tocilizumab e gli steroidi ad alto dosaggio. Tuttavia,
la somministrazione di ciclofosfamide ha revertito la sindrome (54).

Conclusioni 
I continui progressi nella comprensione della biologia del MM e
della sua gestione clinica hanno determinato un miglioramento della
prognosi e della sopravvivenza. Nuovi farmaci, con differenti mec-
canismi di azione e target, hanno significativamente aumentato l’ar-
mamentario terapeutico contro una malattia così complessa. Questi
agenti comprendono farmaci immunomodulanti e inibitori del pro-
teasoma, che sono attualmente considerati i trattamenti standard nel
MM. Altri agenti recentemente introdotti includono gli anticorpi
monoclonali, gli inibitori del checkpoint e la più recente immunote-
rapia cellulare adottiva. 
Gli anticorpi monoclonali, in particolare gli anti-CD38, hanno di-
mostrato un’elevata efficacia nei pazienti in recidiva con una tossicità
molto limitata e pertanto avranno un ruolo fondamentale nel trat-
tamento del mieloma nel prossimo decennio.
Agire sul sistema immunitario è una nuova strategia di trattamento
estremamente interessante, in cui gli inibitori del checkpoint e l’im-
munoterapia cellulare sono i principali attori. I risultati degli inibitori
del checkpoint sembrano promettenti, ma non ancora buoni come
nei tumori solidi. Una delle ragioni potrebbe essere la funzione im-
mune compromessa che caratterizza il sistema immunitario dei pa-
zienti con MM. I risultati più promettenti nel MM sono stati finora
conseguiti in combinazione con farmaci immunomodulanti, per il
potenziale effetto sinergico sul sistema immunitario. 
I primi risultati favorevoli delle cellule CAR-T nella leucemia lin-
foblastica hanno riacceso l’interesse per l’immunoterapia cellulare
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nel MM e questo ambito di ricerca sta progredendo molto rapida-
mente. Tuttavia, nonostante le risposte durevoli in pazienti forte-
mente pretrattati, i risultati sono molto preliminari e molte
domande restano aperte, tra cui la definizione del miglior target, e
una migliore comprensione delle tossicità (come la sindrome da ri-
lascio di citochine) e l’efficacia di tali terapie (profondità di risposta

e durata). Attualmente sono disponibili molte terapie per il MM e
molti nuovi agenti saranno probabilmente disponibili nel prossimo
futuro. Pertanto saranno fondamentali i risultati degli studi in corso
nonché la programmazione di studi futuri per valutare il ruolo degli
inibitori del checkpoint e delle cellule CAR-T in uno scenario di
trattamento in continua evoluzione.
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Introduzione
La leucemia è un disordine ematologico maligno che origina dal-
l’anomala proliferazione di un singolo progenitore linfoide o mie-
loide. I blasti leucemici si accumulano nel midollo, nel sangue
periferico, competendo con la normale ematopoiesi, e si dissemi-
nano in siti extra-midollari. La leucemia linfoblastica acuta (LLA)
è una malattia relativamente rara: nei paesi sviluppati si registrano
circa 2-4 nuovi casi ogni 100.000 persone. Rappresenta tuttavia la
più frequente neoplasia in età pediatrica, infatti nel 60% dei casi
viene diagnosticata prima dei 20 anni, con un picco di incidenza
intorno ai 2-5 anni. Nonostante la sopravvivenza a 5 anni oggi su-
peri l’85%, la LLA rimane la più frequente causa di morte nei bam-
bini. La LLA è una malattia eterogenea e negli ultimi anni il
miglioramento significativo dei tassi di cura deriva da una combi-
nazione di:
• programmi di terapia efficace;
• scoperta delle lesioni genetiche sottostanti;
• valutazione puntuale della risposta clinica precoce;
• approccio che colloca i pazienti in differenti bracci di rischio con

l'aumento progressivo dell'intensità della chemioterapia e del tra-
pianto di cellule staminali ematopoietiche (HSCT) (1, 2).

Il nostro gruppo ed i nostri collaboratori hanno dimostrato il ruolo
prognostico del monitoraggio della malattia residua minima
(MMR) nella LLA infantile (3-6). Tuttavia, ancora il 15% dei pazienti
ricade, con diminuita probabilità di cura. 
Per quello che concerne la leucemia acuta mieloide (LAM), essa
rappresenta circa l’80% di tutte le leucemie acute dell’adulto con
un’incidenza media di 3,6 nuovi casi ogni 100.000 abitanti all’anno

in Europa e negli Stati Uniti. L’incidenza aumenta con l’età: pari a
1,7 nei soggetti con meno di 65 anni e raggiunge il 16,2 nei pazienti
sopra i 65 anni. Nel bambino, la LMA conta circa 1/5 delle leuce-
mie acute con un’incidenza di 2 nuovi casi ogni 1.000.000 bambini
all’anno (7). Nonostante l’utilizzo di approcci di chemioterapia più
ponderati, dati dall’identificazione di nuove mutazioni molecolari
che hanno quindi garantito una migliore stratificazione del rischio
prognostico e nonostante i miglioramenti sul monitoraggio della
MMR e nel HSCT, la sopravvivenza complessiva (overall survival,
OS) della LMA rimane insoddisfacente. La OS a 5 anni risulta in-
fatti pari al 26% negli adulti e del 65% in pazienti pediatrici di età
inferiore ai 15 anni. 
All’attuale stato dell'arte, un ulteriore aumento del tasso di cura
della leucemia infantile non è concepibile semplicemente attraverso
un aumento della dose di chemioterapia senza incorrere nell'au-
mentare della comorbilità e mortalità dovuta alla tossicità e senza il
rischio di effetti dannosi a lungo termine. Pertanto, esiste una ur-
gente necessità di migliorare ulteriormente la stratificazione dei pa-
zienti, individuando alterazioni genetiche specifiche del paziente
(profilo genomico) che possano essere utilizzate sia come nuovi bio-
marker per quantificare il rischio di recidiva, sia come target per
nuove terapie (8). Oltre ai nuovi small molecules inhibitors (9), l’im-
munoterapia basata su anticorpi monoclonali (mAb) e strategie ba-
sate su cellule linfocitarie antitumorali potenziate tramite la terapia
genica (10-12) hanno dimostrato di essere riusciti a migliorare la so-
pravvivenza globale dei pazienti con leucemia e linfoma. In questo
lavoro, l’attenzione sarà focalizzata sui linfociti ingegnerizzati me-
diante recettori chimerici antigenici o artificiali (CAR). 



Le molecole CAR sono state progettate fondendo in un unico re-
cettore artificiale il dominio legante dell'antigene di un anticorpo
monoclonale sotto forma di un frammento di single-chain variable
(scFv) con un dominio di trasduzione del segnale, di solito la catena
zeta del TCR e di altre molecole costimolatorie (13). Il principale
vantaggio dell'utilizzo di CAR si basa sulla possibilità di creare un
recettore universale diretto contro una molecola specifica ricono-
sciuta in maniera non ristretta dal concomitante legame delle mo-
lecole MHC, superando pertanto uno dei più comuni sistemi di
evasione immunitaria nel cancro, rappresentato proprio dalla ri-
dotta o mancata espressione delle molecole MHC. In secondo
luogo, contrariamente al TCR transgenico per il quale il riconosci-
mento è limitato ad un singolo aplotipo MHC, le cellule CAR pos-
sono essere potenzialmente utilizzate per il trattamento di tutti i
pazienti. Inoltre, la gamma di antigeni riconoscibili da CAR non è
limitata agli antigeni proteici, ma anche agli antigeni derivanti da
glicolipidi e carboidrati. Pertanto, tutti gli antigeni associati a tu-
mori espressi sulla superficie cellulare possono rappresentare vir-
tualmente un bersaglio potenziale per i CAR (14) (Figura 1).

Immunoterapia anti LLA attraverso i CAR
I pazienti con LLA a precursori B (BCP-LLA) refrattari/recidivati
(r/r) sono ancora difficili da curare con le chemioterapie standard,
rappresentando una domanda clinica non ancora risolta sia nei
bambini che in particolare negli adulti che hanno mostrato la pro-
gnosi più severa. In questo contesto, l'immunoterapia ha rappre-
sentato una fonte di trattamenti innovativi, a partire dai primi
tentativi di generare vaccini contro il cancro (immunoterapia attiva)
e linee cellulari autologhe o allogeniche (CTL), fino agli ultimi svi-
luppi dei mAb e delle cellule linfocitarie geneticamente modificate.

Gli approcci più efficaci nell’immunoterapia delle LLA sono rap-
presentati da mAbs di ultima generazione e da cellule T modificate
da recettori chimerici. L'uso di mAbs per il trattamento della LLA
di tipo B è diventato recentemente una strategia altamente promet-
tente. Allo stesso tempo, i progressi nella tecnologia di trasferimento
genico hanno offerto nuovi strumenti per migliorare le risposte anti-
tumorali delle cellule immunitarie in vivo, dopo modificazione con
recettori cellulari T artificiali (TCR) e CAR.
Le cellule T ingegnerizzate con molecole CAR possono essere ge-
nerate per trattare una malattia come la B-LLA che esprime un
ampio spettro di antigeni potenzialmente bersagliabili. I CAR di
prima generazione sono stati concepiti per conferire un'unica unità
di segnale, fornendo il segnale 1 per l'attivazione delle cellule T, di
solito derivato dalla catena zeta del CD3 (15). Una volta introdotte
nelle cellule T, i CAR di prima generazione sono quindi in grado
di produrre risposte citotossiche antitumorali iniziali, associate tut-
tavia ad una sola transitoria divisione delle cellule T e ad una secre-
zione di citochine subottimale, in modo da non consentire una
espansione cellulare prolungata ed una risposta antitumorale soste-
nuta in vivo. Le stesse limitazioni sono state recentemente riportate
nel primo studio europeo di fase I del CAR anti-CD19 del Con-
sorzio Europeo Childhope (16), utilizzando cellule T-virus specifiche
contro il virus Epstein-Barr (EBV CTL) trasdotte con un CD19-
CAR di prima generazione in pazienti pediatrici affetti da BCP-
LLA. Lo studio ha voluto dimostrare che la vaccinazione diretta
contro il virus EBV poteva migliorare l'espansione e la persistenza
cellulare. L’espansione delle CTL CD19-CAR-positive è stata scarsa
e la persistenza è stata incrementata solo dalla vaccinazione. Questo
studio ha dimostrato la fattibilità di eseguire uno studio multicen-
trico utilizzando la terapia con cellule T CAR-positive e la possibi-
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Figura 1 - Recettori chimerici artificiali (CAR): i CAR sono molecole sviluppate a partire dalla sequenza di un anticorpo monoclonale, fondendo il dominio variabile della
catena leggera (VL) e il dominio variabile della catena pesante (VH) dell'anticorpo stesso con un dominio di trasduzione del segnale, solitamente la catena ζ del CD3 e 1/2
molecole costimolatorie, attraverso tecniche di biologia molecolare. mAB: anticorpo monoclonale; Spacer: dominio spaziatore; pA: sequenza di poliadenilazione; linker: linker
flessibile che fonde VL e VH in un frammento di single-chain variable (scFv).
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lità di aumentare la persistenza tramite vaccinazione virus-specifica.
Gli studi successivi hanno definito che la piena attivazione e proli-
ferazione delle cellule T richiede la presenza del segnale 2, che viene
fornito da un segnale co-stimolatorio, come l'interazione CD28-
B7. L'aggiunta di CD28 in un CAR di seconda generazione deter-
mina una proliferazione persistente ed una maggiore secrezione di
citochine IL-2 e IFN-γ (17). I CAR di seconda generazione sono ad
oggi utilizzati come trattamento avanzato per la leucemia linfatica
cronica (LLC) recidivata e refrattaria, la B-LLA, linfomi CD19-po-
sitivi e mieloma multiplo (18-20). A questo proposito, il trattamento
dei pazienti con CD19-CAR ha portato alla regressione del tumore
e, nella maggior parte dei pazienti, alla remissione completa che è
stata associata con la persistenza di cellule T modificate circolanti,
trafficking verso i siti tumorali ed attività antitumorale non HLA-
ristretta. Attualmente, l'eradicazione osservata delle neoplasie delle
cellule B dipende innanzitutto dal targeting specifico delle molecole
CD19, essendo altamente espresse sulla grande maggioranza dei
cloni leucemici e limitate alla popolazione delle cellule B. L'assenza
di espressione di CD19 su altri tessuti garantisce la sicurezza di que-
sto approccio, con l’unico effetto collaterale on-target di determinare
aplasia della linea B normale, facilmente gestibile attraverso la som-
ministrazione endovenosa di immunoglobuline (21).
Nello studio dell’NCI sull’uso di CAR-T anti-CD19 [Clinical-
Trials.gov identifier: NCT01593696], bambini, adolescenti e gio-
vani adulti con malattie r/r CD19 B-positive sono stati trattati con
CAR-T anti-CD19 usando un classico schema di dose escalation (20).
Un totale di 19 dei 21 pazienti arruolati ha ricevuto la dose cellulare
prescritta. La dose massima tollerata (MTD) è stata definita come
1×106 CD19-CAR-T/kg di peso corporeo. Sono state anche ripor-
tate diverse tossicità legate al trattamento, compatibili con una sin-
drome da rilascio di citochine (CRS) che si è verificata nel 14% dei
pazienti. L'analisi intent-to-treat ha dimostrato risposta completa in
14 dei 21 pazienti (67%) a 28 giorni dopo l'infusione di cellule
CD19-CAR. Un totale di 12 dei 20 pazienti BCP-LLA (60%) ha
ottenuto remissione molecolare MMR-negativa. Di questi 12 pa-
zienti, 10 sono stati quindi sottoposti a HSCT allogenico e sono
rimasti in remissione MMR-negativa ad un anno dopo il tratta-
mento cellulare. Gli altri 2 pazienti, che non hanno subito HSCT,
sono ricaduti con BCP-LLA con perdita del target di superficie
CD19 (antigen loss). Gli studi clinici del gruppo dell’università di
Pennsylvania con uso di CAR-T anti-CD19 (CTL019) [Clinical-
Trials.gov identificativo NCT01626495, NCT01029366] hanno
pubblicato i risultati di studi di fase I di cellule T trasdotte con vet-
tori lentivirali con CD3ζ e 4-1BB (CD137) in 30 bambini e adulti
con malattie r/r a cellule B (18, 22). In questo studio, 27 dei 30 pa-
zienti (90%) hanno ottenuto una remissione morfologica completa
(RC) ad un mese dal trattamento con un tasso di RC dell’ 82% in
bambini e adulti con elevati livelli di malattia. Lo stato di remissione

è stato riesaminato in tutti i pazienti a 6 mesi dopo l'infusione delle
cellule T con una sopravvivenza senza eventi (EFS) del 67% e so-
pravvivenza globale del 78%. Tutti i pazienti trattati hanno presen-
tato segni clinici di CRS (ad esempio, febbre e ipotensione). Gli
stessi autori ed altri hanno proposto che forme di CRS gravi pos-
sano essere gestite in sicurezza in alcuni pazienti con il trattamento
a base di tocilizumab, un anticorpo monoclonale contro il recettore
anti-IL-6 (22, 23). Un totale di 13 pazienti ha anche presentato una
disfunzione neurologica transitoria. Attualmente Novartis ha con-
cluso uno studio internazionale di fase 2 i cui risultati preliminari
sono stati presentati al congresso americano ASH 2016: su un totale
di 62 pazienti trattati (età media di 12 anni), è stata calcolata una
sopravvivenza senza recidiva del 60% a 6 mesi (24).
I gruppi della University of Washington/Seattle Children’s Hospital e
del Fred Hutchinson Cancer Research Center [ClinicalTrials.gov iden-
tifier: NCT0202845 e NCT01475058] hanno realizzato due altri
interessanti studi. La fase I di sperimentazione del Seattle Children's
Hospital ha cercato di determinare la fattibilità dei prodotti CD19-
CAR-T di composizione CD4:CD8 definita e con espressione de-
finita del trasgene CAR-CD19 in bambini e in giovani adulti con
recidiva di BCP-LLA (25). Un totale di 45 pazienti è stato arruolato,
di cui l'89% ha ottenuto una remissione molecolare con MMR
<0,01%. Una fase di sperimentazione di fase I/II di cellule CD19-
CAR-T in adulti con malattie a cellule B, incluse le BCP-LLA, ri-
cadute dopo l'HSCT, è in corso anche presso il Fred Hutchinson
Cancer Research Center (26). Un totale di 27 su 29 di questi pazienti
(93%) ha raggiunto una RC morfologica e molecolare.

Immunoterapia anti-LMA attraverso i CAR
Nell’ultimo decennio, nuove scoperte nella biologia della LMA
hanno suggerito che le alte percentuali di ricaduta (intorno al 50-
60%) siano da correlare alla presenza di cellule leucemiche staminali
(leukemic stem cells, LSCs) residue post-remissione. Le LSCs infatti,
avendo caratteristiche di quiescenza e self-renewal, sarebbero resi-
stenti ai farmaci chemioterapici, funzionali solo in cellule in attiva
proliferazione, determinando quindi una rigenerazione della malattia
(27). In questo scenario, lo sviluppo di terapie innovative vede come
sfida principale la capacità di eradicare la malattia, tramite targeting
specifico delle LSCs al fine di prevenire un’evoluzione clonale e/o la
sopravvivenza delle cellule leucemiche. L'identificazione di un anti-
gene di superficie ideale, altamente espresso sulle cellule tumorali
ma minimamente espresso dai tessuti sani, rappresenta uno dei re-
quisiti fondamentali nella progettazione di una strategia immuno-
terapeutica sicura ed efficace per la LMA. I principali antigeni LMA
associati identificati negli ultimi anni e oggetto di targeting specifico,
anche delle LSCs, tramite diversi approcci immunoterapeutici sono
rappresentati da: CD33, CD123, CD44v6, LeY, CD47, CD96,
TIM-3, MUC-1, WT-1, CD32, CD25, CD64 (28).

Leucemie acute infantili refrattarie
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Per alcuni di questi bersagli sono stati sviluppati CARs ed alcuni
hanno già raggiunto la clinica. Dal momento che non sono stati
descritti fino ad oggi degli antigeni LMA-specifici, è stata riposta
molta attenzione nell’identificazione di antigeni LMA-associati
(tumor-associated antigens, TAA) che fossero altamente espressi dalle
cellule leucemiche mieloidi e poco espressi dai tessuti sani. Pertanto,
dato il rischio di autoreattività contro i tessuti normali esprimenti
l'antigene bersaglio, risulta imperante la necessità di effettuare degli
adeguati studi di preclinica, volti non solo alla caratterizzazione del
profilo di efficacia, ma anche del profilo di sicurezza delle cellule
CAR-T anti-LMA. Ad oggi, solo per alcuni di questi TAA sono
stati avviati degli studi clinici al fine di valutare la fattibilità e l’ef-
ficacia di cellule T ingegnerizzate tramite CAR, in particolare contro
gli antigeni Lewis Y (LeY) e CD33. Tuttavia, dati preliminari hanno
evidenziato problemi di efficacia e sicurezza, evidenziando la neces-
sità di un'ulteriore valutazione per una corretta applicazione clinica
di questa strategia (29, 30).
L'antigene LeY (CD174) è un antigene difucosilato oligosaccaridico
del sangue con funzione sconosciuta, la cui espressione è stata do-
cumentata su una vasta gamma di malattie, tra cui la LMA. Tutta-
via, l'espressione di LeY sul normale compartimento cellulare è stata
riportata sui neutrofili maturi, ma su cellule CD34+, pur essendo
assente nei normali linfociti T circolanti e nelle cellule B e T mali-
gne. Quattro pazienti con LMA r/r LeY-positiva sono stati trattati
in uno studio di fase I con cellule T modificate con un LeY-CAR
di seconda generazione dopo un regime di condizionamento con
fludarabina. Anche se due dei quattro pazienti hanno sperimentato
una temporanea riduzione della MMR, tutti i pazienti sono rica-
duti. Sono state osservate una leggera espansione e persistenza di
cellule LeY-CAR-T, unitamente a livelli di espressione limitata di
CAR (dal 14 al 38%). Per quanto riguarda la tossicità del tratta-
mento LeY-CAR-T, si sono verificati modesti eventi avversi, ripor-
tati come neutropenia lieve, risolti spontaneamente in un solo
paziente. Non è stata rilevata una down-modulazione dell'antigene
LeY dopo l'infusione delle cellule LeY-CAR-Y, suggerendo che que-
sto antigene potrebbe anche essere adatto per un controllo a lungo
termine della malattia. Inoltre, le cellule LeY-CAR-T sono state in-
dividuate sia all'interno del midollo osseo che in altri siti di malattia,
evidenziando la possibilità da parte di questa cellule di colpire la
malattia sia a livello centrale che periferico. Tuttavia, la buona tol-
leranza osservata nei confronti delle cellule LeY-CAR-T può essere
attribuibile alla modesta espansione e persistenza delle cellule, sug-
gerendo una valutazione più attenta dei potenziali effetti secondari
derivanti dal targeting di LeY su cellule sane. Questo problema è
particolarmente importante, dal momento che eventi avversi gravi
(seriuos adverse events, SAE) sono stati segnalati in passato utiliz-
zando i CARs. Un SAE estremamente dannoso è rappresentato dal
riconoscimento di linfociti CAR-T da parte di cellule normali espri-

menti bassi livelli dell’antigene target, attraverso il noto effetto on
target-off tumor. La sua gravità dipende dal fatto che il targeting del-
l'antigene scelto possa essere tollerato o meno dall'organismo, con
risultati completamente diversi, come nel caso di aplasia delle cellule
B dopo l'infusione di cellule T anti-CD19 CAR o la morte dei pa-
zienti trattati con i CAR anti-Erbb2 e -CAIX (31, 32). Infatti, le cellule
T reindirizzate con i CAR hanno un effetto superiore rispetto ai
mAbs da cui sono stati ricavati gli stessi CAR, indicando che il con-
fronto tra mAbs già utilizzati in clinica e i CAR non è predittivo ri-
spetto ai potenziali effetti dannosi che possono derivare
dall'infusione di cellule CAR-T nei pazienti (33).
Questo concetto è particolarmente importante quando si tratta di
antigeni LMA-associati la cui espressione è condivisa da cellule mie-
loidi normali, come nel caso dell'antigene CD33 (SIGLEC-3), un
recettore transmembrana appartenente alla famiglia SIGLEC,
espresso da progenitori ematopoietici, precursori mielomonocitici
e monociti del sangue, ma anche su alcune cellule linfoidi e ma-
crofagi tissutali, come le cellule di Kupffer (34). Tuttavia, l'overe-
spressione di CD33 sui blasti di LMA e sulle LSCs lo ha reso un
buon candidato per il targeting CAR-mediato, come è stato dimo-
strato pre-clinicamente dal nostro gruppo e da altri, sia in vitro che
in vivo (35, 36). Inoltre, è stato di recente descritto un caso di un pa-
ziente di 41 anni con LMA refrattaria trattato con cellule killer in-
dotte da citochine (Cytokine Induced Killer cells - CIK) autologhe
reindirizzate per l'anti-CD33 CAR. Dopo un periodo di coltura
di 13 giorni, le cellule CAR-CIK anti-CD33 sono state infuse in
un numero totale di 1.12 x 109, senza alcun regime di condizio-
namento e con una percentuale di CAR intorno al 40%. Nella fase
iniziale del trattamento è stata osservata una marcata riduzione
della malattia, suggerendo quindi una potente attività citotossica
delle cellule CAR-CIK anti-CD33 contro i blasti di LMA anche
se, in assenza di una franca risposta clinica, non sono stati registrati
eventi di tossicità gravi in seguito all’infusione delle cellule CAR-
T, incoraggiando quindi ulteriormente il proseguimento dell’ap-
plicazione di questo approccio per il trattamento della LMA.
L'unico effetto di tossicità documentato è stato rappresentato da
un CRS caratterizzato da febbre alta, a causa del rilascio di livelli
elevati di IFN-γ, IL-6 e TNF-α nella fase iniziale dopo l'infusione
delle cellule. Nonostante nel primo paziente trattato non siano
stati riportati effetti di on target-off tumor, la possibilità di provocare
una mielotossicità significativa non può ancora ad oggi essere
esclusa. Pertanto, tra le strategie più attuali disponibili per limitare
e/o gestire gli effetti collaterali correlati alle cellule CAR-T, il
gruppo di Kenderian et al. (34) ha sviluppato un sistema di espres-
sione transiente del CAR sulle cellule T, tramite elettroporazione
di mRNA CAR anti-CD33-41BB, al fine di minimizzare il rischio
di mieloablazione a lungo termine. 
Un altro antigene adatto per il targeting della LMA è rappresentato
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dal CD123, la subunità α del recettore dell’interleuchina-3 (IL-
3R), che lega l'IL-3 a bassa affinità e insieme alla subunità β
(CD131) forma il complesso eterodimerico funzionale ad alta affi-
nità. Il CD123 è overespresso sia sui blasti leucemici che sulle LSCs
nel 75-89% dei pazienti con LMA, ma anche in altre malattie ema-
tologiche quali la LLA (36), risultando così un attraente antigene ber-
saglio da considerare per strategie immunoterapeutiche tramite
CAR-T. Inoltre, è stata osservata una correlazione significativa tra
i livelli di CD123 e il numero di blasti leucemici alla diagnosi, as-
sociandosi così ad una prognosi negativa (37). Per quanto riguarda
l’espressione di CD123 sui tessuti sani, la molecola risulta espressa
ad alti livelli dalle cellule dendritiche plasmacitoidi, mentre è
espressa a bassi livelli da monociti, eosinofili, cellule endoteliali e
cellule dendritiche mieloidi. Negli ultimi anni il nostro gruppo e
altri ricercatori hanno dimostrato l’effettiva funzionalità antileuce-
mica sia in vitro che in vivo di cellule T reindirizzate con CARs anti-
CD123 di seconda e terza generazione (38, 39). Tuttavia, in alcuni
modelli sono stati segnalati effetti citotossici da parte di cellule
CAR-T anti-CD123 anche nei confronti del compartimento ema-
topoietico normale, come nel caso della grave compromissione del-
l'ematopoiesi normale nei topi NSG, impiegando cellule epatiche
fetali CD34+ come fonte di HSC umane(40).
Questi dati preclinici hanno evidenziato la necessità di adottare ade-
guate strategie di salvataggio per poter utilizzare in clinica cellule
CAR-T anti-CD123. A questo proposito, il gruppo di Lihua Budde
(City of Hope) sta attualmente reclutando pazienti in uno studio di
fase I che prevede l’uso di cellule T autologhe modificate con un
CAR anti-CD123 in seguito a trattamento linfodepletante in pa-
zienti con LMA refrattaria o in ricaduta (NCT02159495). In questo
studio, le cellule CAR-T anti-CD123 saranno utilizzate come tera-
pia di salvataggio, concepite come strategia di bridge to transplant. 
Sono recentemente emerse varie sfide nel settore dei CAR, come la
necessità di un rispetto più rigoroso ma meno oneroso dal punto
di vista dei costi, delle norme sulle buone pratiche di fabbricazione
GMP (principalmente usando metodi di trasduzione non virali),
l'urgente necessità di affrontare meccanismi di immune evasion quali
antigen loss, e più ampiamente il concetto di down-modulazione
immunitaria associata al cancro, che può compromettere l'efficacia
a lungo termine delle cellule T che esprimono CAR.

Nuovi sviluppi clinici 
L’esperienza clinica descritta nei capitoli precedenti, seppur di dif-
ficile generalizzazione a causa dell’uso di protocolli diversi, del ri-
stretto numero di pazienti e del breve follow up, ha chiaramente
dimostrato l’efficacia di queste terapie contro i tumori ematologici
soprattutto nel contesto delle LLA a cellule B. 
Ci sono però ancora molti aspetti da implementare e da chiarire
prima che queste terapie possano entrare a far parte dell’armamen-

tario contro i tumori ematologici, e magari anche contro altri tu-
mori. Prima di tutto bisogna ridurre la tossicità, che è correlata al-
l’efficacia della terapia ed è dovuta alla lisi delle cellule leucemiche
ed al massiccio rilascio da parte delle cellule CAR-T e dei mono-
citi/macrofagi di citochine (IFN-γ, TNF-α e IL-6). Questo feno-
meno causa la CRS, che nei casi più gravi porta ad insufficienza
multiorgano, vasculopatie, e morte, e che necessita di terapia in-
tensiva. Al momento il blocco del recettore per l’IL-6 tramite la
somministrazione degli anticorpi monoclonali tocilizumab e siltu-
ximab è uno dei trattamenti di scelta per la CRS severa; inoltre
molti team di ricerca hanno stabilito degli algoritmi di trattamento
della CRS (41). L’altro grave effetto collaterale è la neurotossicità, do-
vuta forse all’infiltrazione del cervello da parte delle cellule CAR-
T, che porta ad encefalopatia, confusione e delirio. Considerando
in particolare la CRS e la neurotossicità, essendo fortemente corre-
late all’efficacia, il bilancio delle variabili di efficacia e sicurezza non
è sempre praticabile visto che la riduzione di tali effetti collaterali
può fortemente impattare sul raggiungimento della remissione (23).
Inoltre, per rendere la terapia mediata da cellule CAR-T accessibile
a una popolazione più ampia, è necessario affrontare ulteriori sfide.
Il processo di manifattura risulta essere eccessivamente complesso,
non sempre completamente au to matizzato, e composto da un nu-
mero elevato di passaggi che impattano anche sulla tempistica di
ottenimento del prodotto cellulare finale. A questo si aggiunge il
fatto che le cellule CAR-T appartengono alla categoria dei prodotti
medicinali di terapia genica, con criteri di adeguamento a regimi
GMP molto stringenti (42). In questo contesto, gli aspetti regolatori
spesso differiscono da un paese all’altro, rendendo necessario un
processo di armonizzazione delle linee guida (43). 
Gli aspetti di qualità da considerare durante il processo di produ-
zione di medicinali contenenti cellule geneticamente modificate e
volti all’uso clinico sono definiti nelle linee guida EMA ed FDA.
Tale processo include principalmente quattro fasi:
• produzione del vettore;
• raccolta ed isolamento delle cellule;
• trasduzione delle cellule;
• espansione delle cellule trasdotte.
Ognuna di queste fasi deve soddisfare i rispettivi requisiti di qualità
di una terapia cellulare somatica, di una terapia genica, e di una te-
rapia con cellule geneticamente modificate, e deve essere descritta in
dettaglio, inclusi i materiali di partenza. L’intero processo di produ-
zione deve essere poi validato, bisogna cioè dimostrare la riproduci-
bilità del processo e la consistenza fra i diversi lotti di produzione
tramite una serie di saggi molecolari, biologici ed immunologici volti
a caratterizzare e controllare i prodotti intermedi ed il prodotto finale
(Tabella 1). Devono essere quindi descritti i criteri di rilascio del pro-
dotto finale per l’impiego clinico, cioè quali caratteristiche (ed i rela-
tivi test per quantificarle) sono necessarie per dimostrare l’assenza di
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contaminanti (sicurezza) e la presenza, in percentuale consistente,
delle cellule geneticamente modificate (identità e purezza) e della loro
attività biologica (potenza). I risultati di questi test faranno parte del
certificato di analisi del prodotto finale. Un esempio di test di rilascio
per le cellule CAR-T è riportato in Tabella 2.
Infine, devono essere descritte le condizioni di conservazione del
prodotto, che essenzialmente riguardano la criopreservazione, prima
dell’uso clinico.

La maggior parte degli studi clinici condotti finora ha utilizzato
come materiale di partenza, soggetto a ingegnerizzazione genica,
linfociti autologhi collezionati attraverso leucoaferesi. Tale possibi-
lità permette di poter preparare cellule CAR-T sia in fase pre-tra-
pianto per pazienti refrattari che per pazienti recidivati post-HSCT.
Tuttavia, il processamento delle aferesi può risultare in un processo
lungo e costoso e, inoltre, la qualità dei linfociti collezionati può
essere influenzata dai precedenti trattamenti chemioterapici e dal-
l’ambiente immunosoppressivo associato alla crescita tumorale.
Un'alternativa alle cellule derivate dal paziente può essere rappre-
sentata da sangue periferico derivato dal donatore del trapianto che
viene fornito dal centro di origine del donatore, vale a dire il centro
trapianto per donatori familiari o il registro per donatori non cor-
relati. In tal caso la procedura di leucoaferesi non è essenziale per
ottenere un numero sufficiente di cellule. Tuttavia, i prodotti allo-
genici hanno come maggiore limite il rischio di risposta immuni-
taria contro le cellule e i tessuti del destinatario, che determina la
malattia del trapianto contro l’ospite (Graft versus Host Disease,
GvHD), mediata soprattutto dal riconoscimento degli antigeni del
destinatario da parte dei recettori delle cellule T (T Cell Receptor,
TCR). Pertanto, la preoccupazione di indurre GvHD acuta ha in-
dotto la maggior parte degli investigatori a preferire l’approccio au-
tologo. Preliminari studi clinici con cellule CAR-T derivate da
donatore post-trapianto hanno mostrato una insorgenza limitata di
GvHD. Tuttavia tali sperimentazioni sono state condotte in assenza
della pratica di linfodeplezione pre-infusione, che negli studi clinici
con cellule derivate da pazienti favorisce l’attecchimento e l’attività
delle cellule ingegnerizzate, e hanno mostrato una limitata persi-
stenza delle cellule CAR-T (44-46). Per ridurre ulteriormente il rischio
di alloreattività, sono state recentemente ipotizzate l’eliminazione
del TCR attraverso nucleasi Zn-finger in cellule CAR-T sviluppate
con trasposone Sleeping Beauty (SB) (47), l’inserimento del gene CAR
all’interno del locus TCR alpha chain usando una nucleasi ingegne-
rizzata e un vettore adenovirale (48), il targeting del gene CAR nel
locus TRAC attraverso CRISPR/Cas9 gene editing (49).
Tuttavia, lo sviluppo e la traslazione clinica di cellule CAR-T uni-
versali da utilizzare in destinatari completamente incompatibili ri-
chiedono un processo accurato e complesso per rimuovere
strettamente le cellule TCR+ residue, in quanto meno dell'1% di
cellule TCR+ residue costituisce comunque un rischio di insorgenza
di eventuali GvHD (50).
Un ulteriore approccio in questo senso può essere la scelta di popo-
lazioni di cellule T alternative. Esemplificativo è l’utilizzo di CIK
alternativamente a cellule CAR-T standard, il cui razionale deriva
da svariate esperienze cliniche che dimostrano chiaramente come
infusioni ripetute di cellule CIK allogeniche in pazienti siano sicure
e ben tollerate con GvHD minima e gestibile (51). L'uso di cellule
CIK come popolazione T effettrice è supportato dalla loro potente

Tabella 2 - Test di rilascio standard per le cellule CAR-T richiesto dall’FDA. L’FDA
potrebbe richiedere test aggiuntivi in casi particolari. 

Identità
- Fenotipo: ≥ 80-90% CD45+CD3+ al citofluorimetro

Purezza
- Vitalità: ≥70-80% cellule vitali
- Fenotipo: ≤ 2-5% CD45+CD19+ al citofluorimetro 

Potenza
- Citotossicità/rilascio di citochine verso le cellule presentanti l’antigene

bersaglio del CAR 
- Espressione del CAR: ≥ 2-20% cellule CAR+ al citofluorimetro

Sicurezza
- Sterilità 
- Endotossine: <0.5-2.5 EU/ml
- Negatività al micoplasma
- Corrispondenza HLA fra donatore e prodotto finale (per evitare cross-

contaminazione) 
- Assenza di virus replicazione-competenti
- Vector Copy Number: ≤ 2-5 copie per cellula

Tabella 1 - Aspetti da valutare nella validazione del processo di produzione di un
prodotto medicinale contenente cellule geneticamente modificate, come indicato nelle
linee guida EMA.

Sterilità

Identità, potenza, purezza e vitalità delle cellule trasdotte 

Stabilità del prodotto finale a determinate modalità di conservazione
(tempo, temperatura, etc)

Presenza di virus ed altri agenti avventizi

Presenza di vettori virali, virus replicazione-competenti o di trasposoni

Rilascio del vettore da parte delle cellule trasdotte 

Efficienza della trasduzione e qualità delle molecole espresse dal transgene

Integrità del transgene 

Numero di copie del vettore/plasmide per cellula 
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attività citotossica e dalla fattibilità di un protocollo validato di
grado clinico che promuove un'espansione cellulare rapida ex vivo
in condizioni GMP, incoraggiando una rapida trasferibilità di tale
popolazione all'intervento clinico. Il nostro gruppo è stato tra i
primi a esplorare le proprietà in vitro e in vivo di cellule CIK rein-
dirizzate dai CAR nei contesti sia della LLA che della LMA, sfrut-
tando sia la manipolazione virale che non virale con CAR di terza
generazione contro gli antigeni CD19, CD123 e CD33 (11, 12, 39, 52, 53).
Attualmente, le cellule CAR-T utilizzate in studi clinici sono prin-
cipalmente trasdotte con vettori lentivirali (LV) o retrovirali (RV).
Pur essendo un processo laborioso, la costruzione di vettori RV è
altamente standardizzata (54, 55). Al contrario, l'uso di vettori LV, che
hanno il vantaggio di infettare anche cellule non proliferanti, sfrutta
processi lunghi e non sempre economicamente sostenibili (56). Altri
vettori sono di origine non virale, quali i trasposoni, che sono stati
recentemente convalidati per il trattamento di malattie oncologiche
a cellule B (57, 58). I trasposoni sono elementi mobili presenti natu-
ralmente nel genoma, che comprendono sequenze di DNA che pos-
sono muoversi da una posizione all’altra all'interno del genoma di
una singola cellula. La maggior parte delle famiglie di trasposoni a
DNA ha un elemento che codifica un gene trasposasi fiancheggiato
da sequenze terminali invertite ripetute (ITR). La trasposasi rico-
nosce e lega gli elementi incorporati nelle ITR, catalizza l'excisione
dell'elemento trasposone dalla sua posizione originale e lo integra
in un'altra posizione. La sequenza del DNA viene inserita senza la
necessità di omologia di sequenza. Partendo dai genomi salmonidi,
il sistema trasposone Sleeping Beauty (SB) è stato sviluppato con
tecniche di ingegneria inversa (59).
Il sistema vettoriale trasposone SB è costituito da due componenti
fondamentali: il plasmide di trasferimento, incluse le sequenze del
transgene affiancate da ITR, e la trasposasi sintetica in un sistema
con due plasmidi separati. La modifica genetica avviene attraverso
un dispositivo elettroporatore. Al fine di fornire un'alternativa va-
lida ai vettori virali e a cellule del CAR-T derivate dal paziente, at-
tualmente limitate a pochi centri specializzati e ad un numero
limitato di pazienti, il nostro gruppo ha recentemente sviluppato
una piattaforma GMP che utilizza un vettore non virale trasposone
per ingegnerizzare cellule CIK anti-LLA (target CD19) e anti-LMA
(target CD123) a partire da cellule da donatori (11). Quindi, ab-
biamo condotto una validazione preclinica del prodotto cellulare
CARCIK-CD19, che consiste in cellule CIK da donatore ingegne-
rizzate con sistema Sleeping Beauty per esprimere un CAR anti-
CD19, per verificare l’ipotesi che possa aumentare la risposta al
tumore in pazienti di LLA post-HSCT. Usando modelli di malattia,
abbiamo dimostrato che cellule CARCIK-CD19 esplicano attività
antitumorali in modo dose-dipendente e persistono in vivo. Inoltre,
nessuna tossicità è stata osservata in studi di biodistribuzione e tos-
sicità svolti in GLP (60). 

Studi clinici verificheranno se una singola infusione di CARCIK
allogeniche sia un trattamento sicuro ed efficace in pazienti adulti
e pediatrici di LLA o LMA post HSCT. Si ipotizza che CARCIK
possa offrire un'alternativa valida e sostenibile all'approccio virale
con cellule derivate da paziente e una maggiore durata di risposta
rispetto alle terapie attuali in questa categoria di pazienti. Potenziali
vantaggi in termini di produzione e sicurezza potrebbero essere rag-
giunti dal nostro approccio. Innanzitutto, il processo di produzione
cellulare è semplice, non virale e conveniente. Essendo un prodotto
allogenico, CARCIK può anche essere utilizzato in pazienti linfo-
depleti. Considerando l’aspetto della sicurezza, non ci aspettiamo
di vedere esacerbazione o insorgenza di GvHD a causa delle carat-
teristiche intrinseche ampiamente descritte delle cellule CIK di es-
sere molto debolmente alloreattive, come dimostrato da noi e da
altri gruppi (61). Considerando il profilo di integrazione di SB, più
sicuro dei vettori virali e la bassa suscettibilità delle cellule T diffe-
renziate alla trasformazione, si prevede massima sicurezza in termini
di genotossicità per i CARCIK.

Nuove prospettive di sviluppo preclinico
Il concetto di bersagliare più di un antigene rappresenta una delle
più recenti aree di ricerca preclinica, allo scopo di affrontare la pro-
blematica della recidiva di malattia determinata dalla perdita del-
l’antigene target o antigen loss. Infatti, una limitazione emersa nella
clinica dei CAR con specificità per un solo antigene è rappresentata
da meccanismi di evasione tumorale principalmente dovuti ad una
forte pressione selettiva immunologica determinante la perdita
dell’antigene target dalla superficie del tumore. Emblematica in
questo contesto è l’esperienza riportata nell’ambito del targeting del
CD19, in cui sono stati riportate più del 30-45% di recidive con
perdita di antigene CD19 dovuta a diversi meccanismi fra cui: 
• l’emergenza di varianti di splicing alternative originanti una proteina

CD19 mancante dell’epitopo riconosciuto dalla scFv del CAR (62);
• switch della leucemia da linfoide a mieloide in pazienti con LLA

riarrangiata per il gene MLL (mixed lineage leukemia) (63);
• sopravvento di una rara popolazione leucemica CD19 negativa

preesistente (64). 
Oltre all’antigene CD19, altri marcatori pan-B sono stati proposti
come potenziali bersagli per sviluppare approcci di terapia combi-
nata, fra cui CRLF2 (65), CD20 e CD22 (66), ROR1 (inactive tyro-
sine-protein kinase transmembrane receptor ROR1) (67), CD30 e Ig
kappa (κ) light chain (NCT01192464 (68, 69)). Inoltre, pur essendo
la molecola CD123 un target principalmente mieloide, è stata di
recente proposta anche nel contesto linfoide, in quanto overespressa
in una sottopopolazione di pazienti con LLA(70). 
Nello specifico, diverse strategie basate sulla combinazione di singoli
CAR o sulla generazione di CAR bi-specifici, noti anche come dual-
CAR, sono attualmente oggetto di valutazione preclinica e clinica.
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Quest'ultimo approccio è stato concepito principalmente in due
modi diversi: la modifica delle cellule T con una molecola CAR
contenente due differenti domini di legame in tandem (denominati
Tan-CARs) o la generazione di due molecole di CAR distinte con
due differenti domini di legame e segnalazione (chiamati trans-si-
gnaling CARs) (71). Attualmente sono in corso diversi studi clinici
che sfruttano TanCARs CD19-CD22 o la combinazione dei singoli
CARs (NCT03098355; NCT03125577; NCT02903810).
La strategia trans-signaling invece può essere applicata per aumentare
l'avidità verso le cellule tumorali preservando la sicurezza contro i tes-
suti normali. Questo aspetto è di particolare rilevanza per il targeting
di patologie per le quali è difficile identificare un antigene tumore
specifico e la tossicità verso i tessuti normali può essere difficile da
controllare, come ad esempio la potenziale mielotossicità associata al
targeting della LMA. Il modello di trans-signaling è concepito in modo
tale che dei due recettori artificiali, uno è un CAR specifico per un
antigene e contiene solo il dominio di segnalazione intracellulare
CD3z, garantendo quindi la funzione di attivazione del segnale 1
della cellula T, mentre la seconda molecola è un recettore costimola-
torio chimerico (CCR) che riconosce un altro antigene, fornendo la
funzione di co-stimolazione o segnale 2 data per esempio da CD28
e/o CD137. I dati preclinici ottenuti con le cellule T ingegnerizzate
con i trans-signaling CARs hanno dimostrato che l'attivazione delle
cellule T è produttiva solo in presenza di entrambi gli antigeni (72).
In questo contesto, è possibile anche modificare l'affinità della scFv
del CAR per identificare un giusto bilancio tra l'efficacia e la sicu-
rezza (73). In particolare, trans-signaling CAR o TanCAR hanno mo-
strato una maggiore attività antitumorale rispetto al singolo CAR
o alla combinazione di singoli CAR in presenza di entrambi gli an-

tigeni sul tumore (64, 74). Infatti, nella combinazione di singoli CARs,
le cellule T anti-CD19 CAR hanno dimostrato di avere un vantag-
gio significativo di crescita rispetto alle cellule T anti-CD20 CAR,
causando una diminuzione nel tempo del numero di cellule T anti-
CD20 CAR anche se l'anticorpo CD20 era presente (75). 
Altre terapie combinatoriali comprendono cellule CAR-T e farmaci
molecolari come ibrutinib, un inibitore della tirosina chinasi di Bru-
ton (BTK). In studi preclinici su neoplasie B, è stato dimostrato
come l'aggiunta di ibrutinib aumenti l'attività delle cellule CAR-T
mediante la riduzione della regolazione dei recettori inibitori sulle
cellule T (76). Inoltre, combinazioni di immunoterapia CAR-me-
diata con inibitori dei checkpoint quali PD-1 (pembrolizumab),
sono in fase di studio e validazione sia preclinica che clinica al fine
di migliorare la risposta antitumorale revertendo l’immunosoppres-
sione tumore-associata (77).

Conclusioni
Il trattamento pediatrico della leucemia rappresenta oggi uno dei
migliori esempi di successo nel tasso di cura grazie a un approccio
continuo di bench to bed-side and backward. L'immunoterapia ha
sicuramente rappresentato un importante passo in avanti, in parti-
colare dopo l’avvento delle cellule T geneticamente modificate.
Sono ancora necessari avanzamenti per migliorare il processo com-
plesso di manipolazione di cellule e geni e di affrontare eterogenei
meccanismi di evasione immunologica recentemente descritti. Tut-
tavia, come discusso nella presente review, le attuali scoperte si sono
rivelate promettenti anche nel risolvere tali aperte questioni scien-
tifiche, ed in futuro si prevedono ulteriori avanzamenti per un
nuovo concetto di personalized therapy.
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Introduzione
L’applicazione dei protocolli di derivazione pediatrica ha migliorato
significativamente la sopravvivenza degli adolescenti (15-18 anni) e
dei giovani adulti (fascia d’età compresa tra i 18 ed i 35-40 anni) af-
fetti da leucemia acuta linfoblastica (LLA). Tuttavia, la sopravvivenza
libera da malattia (Disease Free survival, DFS) non supera il 50% a
5 anni negli adulti e rimane ancora largamente insoddisfacente negli
anziani (età >65 anni) (1). In particolare, i protocolli di derivazione
pediatrica non apportano un vantaggio di sopravvivenza nei pazienti
adulti >55 anni e sono difficilmente applicabili. Infatti, la tossicità
ad essi correlata è responsabile di un maggior numero di decessi in
induzione o in prima remissione completa (RC) ed una ridotta so-
pravvivenza libera da eventi (Event Free Survival, EFS) (2).
Oltre all’età e ai fattori di rischio biologici legati alla malattia, la ri-
sposta alla chemioterapia iniziale rappresenta un fattore importante
nel predire il rischio di recidiva. Studi prospettici hanno dimostrato
che l’entità della malattia minima residua (o minimal residual disease,
MMR) - valutata tramite citometria a flusso o biologia molecolare -
rappresenta oggi il fattore prognostico più importante nell’influen-
zare negativamente i tassi di DFS, indipendentemente dall’età e dai
fattori di rischio iniziali. La persistenza della MMR - o la sua ricom-
parsa - dopo terapia d’induzione e/o consolidamento porta inevita-
bilmente ad una recidiva ematologica, con scarse possibilità di cura
con le terapie di salvataggio tradizionali (3,4). Pertanto, gli attuali ap-
procci terapeutici, tanto nel bambino quanto nell’adulto, contem-
plano un approccio MMR-driven che prevede la stratificazione in
diversi gruppi di rischio basata sulle caratteristiche clinico-biologiche
del paziente all’esordio e la valutazione della MMR (3-6).
Ulteriori miglioramenti nella sopravvivenza a lungo termine sono
stati resi possibili grazie allo sviluppo ed all’introduzione nella pratica
clinica di farmaci bersaglio, che hanno completamente rivoluzionato
l’approccio e la prognosi di specifici sottogruppi, quali la LLA Ph+ e

le LLA B-mature (Burkitt o Burkitt-type), che si vanno ad integrare
alla chemioterapia convenzionale e all’allotrapianto di cellule stami-
nali emopoietiche (allo-SCT). L’identificazione negli ultimi anni di
nuovi sottogruppi immunofenotipici e molecolari sta non solo arric-
chendo la classificazione della LLA, ma anche ampliando il panorama
delle lesioni bersaglio e quindi dei pazienti che potrebbero beneficiare
di terapie mirate, basate su meccanismi alternativi alla chemioterapia.
Mentre per alcuni farmaci - i.e. gli inibitori delle tirosinchinasi, TKI
(oltre a quelli diretti contro ABL1), gli inibitori delle vie del segnale
di RAS e JAK/STAT, ed altri coinvolti nei meccanismi epigenetici -
i risultati clinici sono ancora del tutto preliminari, gli anticorpi mo-
noclonali (AbMo) stanno entrando nella pratica clinica e sono stati
riportati risultati promettenti, tanto alla recidiva, che nel contesto
della persistenza della malattia a livello molecolare, e sono in via di
introduzione nei protocolli di prima linea. Oltre agli AbMo, le nuove
strategie terapeutiche contemplano l’impiego della terapia cellulare,
rappresentata in particolare dalle CAR-T.
In questo capitolo illustreremo i principali agenti immunoterapici
che stanno trovando applicazione nel trattamento della LLA, in par-
ticolar modo nelle LLA a derivazione B ed in minor misura a deri-
vazione T. I risultati che verranno discussi si riferiscono soprattutto
a studi in pazienti recidivati, e in alcuni casi MMR-positivi - sulla
cui valutazione rimandiamo alla Tabella 1.

Anticorpi monoclonali
Le potenzialità terapeutiche degli AbMo nella LLA si basano sulla
possibilità di eliminare le cellule leucemiche attraverso il legame ad
antigeni espressi sulla loro superficie. I primi AbMo sintetizzati erano
anticorpi nudi, non coniugati, diretti contro un determinato anti-
gene espresso sulla cellula leucemica, come il CD20 per il rituximab,
il CD22 per l’epratuzumab ed il CD52 per l’alemtuzumab. Succes-
sivamente, sono stati sviluppati anticorpi coniugati ad agenti cito-
tossici al fine di aumentarne l’efficacia. 
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Tra gli AbMo coniugati sviluppati per le LLA-B, ricordiamo l’ino-
tuzumab ozogamicina (anti-CD22) e il denintuzumab (anti-CD19).
Infine, negli ultimi anni sono stati sviluppati nuovi agenti immu-
noterapici che sfruttano la capacità del sistema immune dell’ospite
di attaccare le cellule leucemiche. Il blinatumomab è stato il primo
farmaco approvato nella classe di anticorpi bi-specifici, chiamati
BiTE® (bispecific T-cell engager) che derivano dalla fusione di due re-
gioni variabili presenti in due anticorpi monoclonali a singola catena,
diretti contro il CD19 ed il CD3.
Appare evidente da quanto descritto che i progressi fatti nel campo

dell’immunoterapia sono stati possibili grazie ad un’accurata classi-
ficazione immunofenotipica delle LLA e all’avanzamento delle co-
noscenze sui meccanismi d’azione del sistema immunitario. Nella
Tabella 2 riportiamo la classificazione immunofenotipica delle LLA,
mentre nella Tabella 3 sono descritti i principali studi condotti nelle
LLA-B. Nei paragrafi successivi descriveremo gli AbMo che hanno
trovato maggior impiego nella pratica clinica. Vedremo come siano
ormai diversi gli armamentari terapeutici per il sottogruppo delle
LLA-B, mentre nelle LLA-T sono ancora pochi i farmaci sviluppati
e per lo più in fase pre-clinica.

Tabella 1 - Tecniche utilizzate per il monitoraggio della MMR.

Tecniche di MMR Sensibilità Applicabilità Vantaggi Svantaggi

Citometria a flusso 10-4 LLA-B: >90%
LLA-T: >90%

Velocità;
analisi di sottopopolazioni cellulari
o di singole cellule;
informazioni sulla cellularità totale
del campione

Sensibilità variabile;
difficoltà nel distinguere gli ematogoni
dalle cellule leucemiche;
limitata standardizzazione; necessità
di un adeguato numero di cellule

RQ-PCR dei riarrangiamenti
dei geni delle Ig e/o del TCR

10-5-10-6 LLA-B: 95%
LLA-T: 90-95%

Applicabilità a quasi tutti i casi di LLA;
sensibilità; standardizzazione

Tempi di esecuzione; costi;
richiede esperienza e conoscenza

Q-RT-PCR dei trascritti
di fusione 

10-4-10-6 LLA-B: 25-40%
LLA-T: 10-15%

Semplicità del metodo; sensibilità;
applicabilità a specifici sottogruppi
di leucemia

Limitata standardizzazione;
limitata applicabilità (assenza di
marcatori in >50% dei casi);
rischio di contaminazione

Tabella 2a - Caratterizzazione immunofenotipica della LLA a fenotipo B.

TdT CD19 CD79 cCD22 CD10 cIgμ sIgμ sk/λ

Pro-B + + + + - - - -

Comune + + + + + - - -

Pre-B + + + + +/- + - -

B-mature - + + + - + + +

Tabella 2b - Caratterizzazione immunofenotipica della LLA a fenotipo T.

TdT cCD3 CD7 CD2 CD5 CD1a sCD3 γ/δ oppure 
α/β

Pro-T + + + - - - - -

Pre-T + + + + + - - -

T-corticali + + + + + + +/- -

T-mature +/- + + + + - + +/-
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LLA a derivazione B
AbMo anti-CD20
L’antigene di superficie CD20 è una fosfoproteina transmembrana
presente sulle cellule pre-B e sui linfociti B maturi, ma non sulle cel-
lule staminali, sulle cellule pro-B, sulle plasmacellule ed altri tessuti
normali. Il CD20 è coinvolto nella regolazione del ciclo cellulare e
nell’attivazione dei linfociti B attraverso il controllo del flusso degli
ioni calcio. L’antigene non viene internalizzato dopo legame anti-
corpale e non circola nel sangue come antigene libero, quindi non
compete con il legame degli anticorpi. È espresso nel 95% dei lin-
fomi non-Hodgkin (LNH) a cellule B ed in circa il 30% dei casi af-
fetti da LLA-B (7). La sua espressione aumenta con il grado di
maturazione della cellula leucemica. Infatti, è assente nei casi di LLA
pro-B, mentre è espresso su tutte le cellule nelle LLA-B mature.
È stato, inoltre, riportato un aumento dell’espressione del CD20 sui
blasti leucemici dopo terapia di induzione, soprattutto in seguito al
trattamento con steroidi (8).
Rituximab
È un AbMo chimerico di tipo IgG1/k di origine murina nella por-
zione variabile e umana nelle regioni costanti delle catene leggere e
di quelle pesanti. Il dominio Fab (frammento con sito di legame

per l’antigene) del rituximab si lega all’antigene CD20 espresso sui
linfociti B, mentre il dominio Fc delle catene pesanti (frammento
cristallizabile) può attivare le funzioni effettrici del sistema immu-
nitario con lo scopo di provocare la lisi delle cellule B. Come illu-
strato nella Figura 1, i meccanismi della lisi cellulare mediata
dall’AbMo comprendono la citotossicità complemento-dipendente
(CDC) attraverso il legame con il C1q e la citotossicità cellulare
anticorpo-dipendente (ADCC) mediata da uno o più recettori Fcγ
sulla superficie di granulociti, macrofagi e cellule NK.
È stato anche dimostrato che il legame del rituximab all’antigene
CD20 sui linfociti B induce la morte cellulare per apoptosi (9). Il
rituximab è stato il primo AbMo sviluppato ed approvato per il
trattamento dei LNH. Successivamente, è stato incorporato nel
trattamento delle LLA-B mature di tipo Burkitt, un sottogruppo
nel passato considerato a prognosi sfavorevole; con l’introduzione
di regimi chemioterapici intensivi e ravvicinati nel tempo in com-
binazione al rituximab la prognosi delle LLA-B mature di tipo Bur-
kitt è nettamente migliorata (10,11). Ad oggi, con questo schema
immunochemioterapico, le percentuali di RC sono dell’80-90%,
a seconda della fascia di età, e la sopravvivenza globale (Overall
Survival, OS) è superiore al 90% nell’adolescente, dell’84% nei

Tabella 3 - Principali approcci immuterapici sviluppati nella LLA-B.

Farmaco Descrizione Fase di studio

AbMo anti-CD20

Rituximab Ab chimerico, nudo Approvato in prima linea per le LLA-B mature
Fase III in prima linea per gli altri sottotipi 

Ofatumumab Ab umanizzato, nudo
Lega un epitopo diverso dal rituximab. Maggiore attività
ADCC del rituximab

Fase I

Obinutuzumab Ab umanizzato glicoingegnerizzato di tipo 2, nudo
Superiore al rituximab e ofatumumab nell’indurre la morte
cellulare diretta

Preclinica

AbMo anti-CD22

Inotuzumab ozogamicina Ab umanizzato, coniugato alla caliceamicina Fase I/II in prima linea e fase III nei casi refrattari/recidivati 

HA22 (CAT-8015) Coniugato alla esotossina A dello Pseudomonas Fase I-II nei casi refrattari/recidivati 

AbMo anti-CD19

Denintuzumab Ab umanizzato, coniugato ad un inibitore dei microtubuli Fase I nei casi refrattari/recidivati 

Combotox Anti-CD22 e anti-CD19 coniugati alla ricina Fase I nei casi refrattari/recidivati 

Blinatumomab Anticorpo bi-specifico, anti-CD19 ed anti-CD3 Approvato nei casi refrattari/recidivati
Fase II/III in prima linea 

Terapia cellulare

CAR-T Linfociti T ingegnerizzati con recettori diretti contro il CD19 Fase I/II 

Leucemia linfoblastica acuta dell’adulto
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giovani adulti e del 64% negli adulti (>50 anni) (11,12).
Il rituximab ha trovato impiego anche negli altri sottogruppi di LLA-
B CD20-positive. Uno studio del MD Anderson Cancer Center
(MDACC) ha dimostrato l’efficacia dell’aggiunta del rituximab in
associazione alla chemioterapia nei pazienti adolescenti ed adulti (età
≤60 anni) CD20-positivi con LLA-B de novo. In questo studio, il
rituximab veniva somministrato alla dose standard di 375 mg/m2

durante i primi 4 cicli di induzione e consolidamento - al giorno 1
e 11 dell’hyper-CVAD e al giorno 1 e 8 della daunorubicina liposo-
miale e citarabina - per un totale di 8 cicli e, successivamente, al sesto
e diciottesimo mese di mantenimento prima dell’intensificazione
con l’hyper-CVAD. L'OS a 3 anni è risultata significativamente su-
periore nei pazienti che avevano ricevuto il rituximab rispetto a co-
loro che avevano ricevuto solo la chemioterapia (75% vs 47%,
p=0,003). Inoltre, la percentuale di casi che avevano ottenuto la ne-
gativizzazione della MMR - valutata mediante citometria a flusso -
è risultata più elevata nell’ambito dei pazienti CD20-positivi trattati
con la terapia di associazione rispetto ai casi che avevano ricevuto
solo la chemioterapia (81% vs 58%, p=0,02) (13). Tuttavia, nei pa-
zienti anziani non si è registrato un miglioramento dell’OS a 3 anni,
in parte a causa dei decessi in RC dovuti soprattutto ad infezioni.
In maniera simile, il GRAALL (Group for Research on Adult Acute
Lymphoblastic Leukemia; CT.gov:NCT00327678) ha recentemente

dimostrato - nell’ambito di uno studio randomizzato che paragonava
la combinazione immunochemioterapica alla sola chemioterapia -
che l’aggiunta del rituximab durante tutto l’iter terapeutico (da 16
a 18 cicli totali) in pazienti con età compresa tra 18 e 59 anni è in
grado di incrementare il tasso di casi che effettuano un allo-SCT,
migliorare l’EFS (65% vs 52%, p=0,038) e l’OS a 2 anni, quest’ul-
tima solo censorizzando per allo-SCT (74% vs 63%, p=0,018) (14).
Gli studi finora pubblicati riguardano pazienti con livelli di espres-
sione del CD20 >20%. Il gruppo inglese (UKALL) sta conducendo
uno studio randomizzato di fase III per valutare se l’aggiunta del ri-
tuximab alla chemioterapia migliori la sopravvivenza dei pazienti af-
fetti da LLA-B, indipendentemente dai livelli di espressione del
CD20 (CT.gov:NCT01085617).
Sebbene i risultati finora riportati siano molto promettenti in alcuni
paesi, al momento il rituximab non è approvato per il trattamento
delle LLA CD20-positive, con l’eccezione delle LLA-B mature
(Burkitt like).
Ofatumumab ed obinutuzumab
Rappresentano la seconda generazione di anticorpi completamente
umanizzati e si distinguono dal rituximab, il primo per la capacità
di riconoscere un epitopo diverso dal CD20, ed il secondo per l’ag-
giunta di un gruppo glucidico alla porzione costante dell’anti-
corpo (15,16). Gli anticorpi anti-CD20 di nuova generazione hanno

Figura 1 - Meccanismo d’azione del rituximab. Il rituximab lega il linfoblasto B che esprime il CD20. Le cellule sono quindi uccise attraverso 3 meccanismi: A) citotossicità
complemento mediata (CDC) ; B) citotossicità cellulare anticorpo dipendente (ADCC); C) lisi diretta ed attivazione dell’apoptosi.
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dimostrato un’efficacia simile, ed in alcuni casi superiore, rispetto al
rituximab. Questi nuovi agenti, a differenza del rituximab, non sta-
bilizzano la proteina CD20 all’interno delle cosidette lipid rafts, e
persistono più a lungo sulla superficie dei linfociti B. Questo si tra-
duce in una più facile interazione con il recettore per la porzione Fc
presente sulle cellule effettrici e quindi con una ADCC più poten-
ziata. Inoltre, essi inducono la morte diretta della cellula attraverso
la riorganizzazione actina-dipendente del citoscheletro, determi-
nando il rilascio dei radicali liberi e del contenuto lisosomiale (17,18).
Mentre l’efficacia dell’obinutuzumab nelle LLA-B è stata dimostrata
solo in studi pre-clinici (19), l’ofatumumab è stato associato con suc-
cesso alla chemioterapia di induzione per il trattamento delle LLA-
B CD20-positive (20). 
Sasaki et al. hanno recentemente riportato sotto forma di abstract i
risultati preliminari di uno studio di fase II condotto su pazienti
adulti affetti da LLA-B con espressione del CD20 >1%
(CT.gov:NCT01363128). Sono stati valutati 55 pazienti con età
mediana di 41 anni (range: 18-71). Il 63% dei pazienti presentava
alla diagnosi livelli di CD20 >20%, l’8% tra il 20% ed il 10%, ed il
24% aveva livelli compresi tra 1% e 10%. Associando l’ofatumumab
alla chemioterapia secondo lo schema hyper-CVAD sono stati otte-
nuti tassi di RC pari al 98% e negatività della MMR - valutata me-
diante citometria a flusso - nel 93% dei casi, di cui il 54% dopo
induzione. La bassa espressione del CD20 alla diagnosi si associa ne-
gativamente con il raggiungimento della negatività della MMR al
giorno +21. Tuttavia, con un follow up mediano di 20 mesi (range:
1-58), non sono state osservate differenze statisticamente significative
in termini di OS tra i pazienti con espressione del CD20 maggiore
o minore del 20%. A 3 anni, la OS è del 68% e la durata di remis-
sione del 78% (20).

AbMo anti-CD22
A differenza del CD20, il CD22 è una immunoglobulina di super-
ficie che viene internalizzata dalla cellula dopo il legame con il li-
gando. È espresso virtualmente in tutte le fasi maturative del linfocita
B, ad eccezione delle plasmacellule. Il CD22 funge sia come mole-
cola di adesione ad altri linfociti, che come regolatore del segnale del
calcio (21). È espresso anche in tessuti non linfoidi come ovaie, tube
di Falloppio ed appendice. Tra gli anticorpi anti-CD22 descriveremo
l’epratuzumab e l’anticorpo coniugato inotuzumab ozogamicina,
l’ultimo dei quali sta trovando largo impiego.
Epratuzumab
È un anticorpo completamente umanizzato diretto contro il CD22,
che ne induce l’internalizzazione entro 24 ore: in vitro sembra inibire
l’attivazione dei linfociti B piuttosto che avere azione citotossica.
Inoltre, ha un’emivita breve. Per tali motivi, non è efficace come
agente singolo ma viene piuttosto impiegato in associazione alla che-
mioterapia. In ambito pediatrico è stato riportato che l’epratuzumab
è in grado di indurre la negatività della MMR a livello immunofe-

notipico e può servire come ponte per un allo-SCT (22). Tuttavia,
questi risultati non sono stati replicati negli adulti. Chevallier e col-
laboratori hanno riportato uno studio di fase II condotto su 26 pa-
zienti con età >55 anni (età mediana: 65 anni) affetti da LLA-B
CD22-positiva refrattaria/recidivata ed hanno valutato l’efficacia del-
l’epratuzumab somministrato settimanalmente alla dose di 360
mg/m2 in associazione a vincristina e desametasone per un totale di
4 dosi (23). Sebbene le risposte siano state del 40% circa, non sono
state durature. Lo stesso gruppo ha recentemente pubblicato uno
studio (CT.gov:NCT01219816) condotto su 30 pazienti adulti (età
mediana 35 anni, range: 21-59) con LLA-B refrattaria o recidi-
vata (24). L’epratuzumab è stato somministrato alla dose di 360
mg/m2 per un totale di 4 dosi somministrate al giorno +1, +8, +15
e +22 dell’hyper-CVAD: i criteri di inclusione prevedevano un nu-
mero di blasti midollari >20% e l’espressione del CD22 in più del
30% dei blasti. Questo schema ha indotto una risposta globale nel
50% dei pazienti. Inoltre, 4 dei 9 pazienti in RC hanno ottenuto la
negativizzazione della MMR valutata con la citometria a flusso. Va-
riabili predittive di RC erano rappresentate dall’età <36 anni (50%
vs 14%, p<0,001) e dal numero di recidive (54% nelle prime reci-
dive non trattate vs 18% per le altre linee di trattamento, p <0,0001).
Il 40% dei pazienti è stato successivamente sottoposto ad allo-SCT.
Non sono tuttavia forniti risultati a lungo-termine.
In un altro studio condotto dal gruppo (Southwest Oncology
Group, SWOG), l’epratuzumab è stato somministrato in associa-
zione a clofarabina e citarabina a pazienti refrattari/recidivati
(CT.gov:NCT00945815) (25). Con questa combinazione, i tassi
di RC sono stati nettamente superiori a quelli ottenuti dallo stesso
gruppo con la sola clofarabina e citarabina (57% vs 17%); tutta-
via, analogamente a quanto osservato in precedenza, le risposte
non sono state durature.
Inotuzumab ozogamicina 
È un AbMo anti-CD22 coniugato alla caliceamicina, che provoca
una rottura del DNA e conseguente apoptosi cellulare. L’inotuzu-
mab ozogamicina viene legato ad alta affinità dalle cellule CD22-
positive, rapidamente internalizzato, determinando il rilascio della
caliceamicina all’interno di esse (Figura 2) (26). Il suo utilizzo nei
LNH aggressivi e indolenti ha mostrato buoni risultati con tossicità
epatica transitoria e trombocitopenia (26,27).
La sua efficacia nei pazienti con LLA-B refrattaria/recidivata CD22-
positiva è stata dapprima dimostrata in uno studio monocentrico di
fase II condotto dai colleghi del MDACC su 49 pazienti trattati con
inotuzumab ozogamicina, somministrato come singolo agente al do-
saggio di 1,8 mg/m2 (28). I pazienti che ottenevano la RC dopo uno o
due cicli potevano ricevere fino ad un massimo di 4 cicli mentre i pa-
zienti con risposte parziali (RP) fino ad un massimo di 8 cicli. I pa-
zienti hanno ricevuto da 1 a 5 cicli (mediana 2 cicli) con un intervallo
mediano tra i cicli di 3 settimane (da 3 a 6 settimane). I tassi di ri-
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sposta globale sono stati del 57%. La maggior parte dei pazienti ri-
spondenti ha ottenuto una risposta, anche in termini di eradicazione
della MMR valutata mediante citofluorimetria, entro i primi due
cicli. L’OS mediana è di 5,1 mesi. Il 45% dei pazienti è stato succes-
sivamente sottoposto ad allo-SCT. Tuttavia, va segnalato che il 59%
dei pazienti trapiantati è deceduto per infezione o malattia veno-oc-
clusiva epatica (VOD; 30% dei decessi). Alla luce dell’alta incidenza
di VOD, la dose di inotuzumab ozogamicina è stata successivamente
ridotta a 0,8 mg/m2 al giorno +1 e 0,5 mg/m2 al giorno +8 e +15 di
ogni ciclo - per un massimo di 6 cicli (29). Recentemente, Kantarjian
et al. hanno riportato i risultati di uno studio internazionale di fase
III condotto su 218 pazienti adulti refrattari o recidivati randomizzati
per ricevere ino tuzumab ozogamicina in monoterapia o chemiotera-
pia (CT.gov: NCT01564784) (30). Analogamente al precedente studio
monocentrico (29), l’inotuzumab ozogamicina è stato somministrato
ad un dosaggio iniziale di 1,8 mg/m2 per ciclo: i pazienti ricevevano
0,8 mg al giorno +1 di ciascun ciclo e 0,5 mg al giorno +8 e +15.
Raggiunta la RC, il dosaggio del giorno +1 veniva ridotto a 0,5 mg.
La durata dei cicli era di 21 giorni per il primo ciclo e di 28 giorni
per i cicli successivi. I pazienti potevano ricevere fino ad un massimo
di 6 cicli. I tassi di RC e negativizzazione della MMR immunofeno-
tipica sono stati significativamente più alti nel gruppo che aveva ri-
cevuto inotuzumab ozogamicina rispetto a quello che aveva ricevuto
chemioterapia standard (80 vs 29% e 78% vs 28%, p<0,001). L’ino-

tuzumab ozogamicina ha mostrato maggiore efficacia della chemio-
terapia in tutti i sottogruppi analizzati, con l’eccezione dei pazienti
con t(4;11), nei quali non è stata osservata nessuna differenza tra i 2
trattamenti (33% di RC in entrambi i bracci). La durata della RC è
risultata significativamente più lunga per i pazienti trattati con ino-
tuzumab ozogamicina (4,6 vs 3,1 mesi, p=0,03) così come la soprav-
vivenza libera da progressione (Progression Free Survival, PFS) (5 vs
1,8 mesi, p=0,001). Inoltre, un maggior numero di pazienti trattati
con inotuzumab ozogamicina ha potuto effettuare un allo-SCT (41%
vs 11%). Il beneficio sulla OS è stato invece meno evidente (7,7 mesi
vs 6,7, p=0,04): a tal riguardo, è doveroso sottolineare che la maggiore
efficacia osservata nei pazienti che hanno ricevuto inotuzumab ozo-
gamicina è verosimilmente sostenuta non solo dell’impiego dell’an-
ticorpo stesso, ma anche dalla possibilità di effettuare un allo-SCT;
infatti, le maggiori differenze in termini di OS tra i due regimi tera-
peutici sono evidenti dal quindicesimo mese in poi.
Pertanto, questi risultati, per quanto promettenti, indicano che tale
farmaco dovrebbe essere utilizzato come ponte per un successivo
allo-SCT. Gli eventi avversi più comuni sono la neutropenia, la pia-
strinopenia ed il rialzo degli indici di funzionalità epatica. Tuttavia,
mentre la neutropenia e la piastrinopenia di grado III/IV sono state
meno frequenti nei pazienti trattati con inotuzumab ozogamicina
rispetto alla chemioterapia, la tossicità epatica di grado III o IV è
stata più frequente nei pazienti trattati con l’AbMo. In particolare,
è stata descritta una maggiore incidenza di VOD durante o subito
dopo la sospensione del trattamento con inotuzumab ozogamicina
rispetto ai casi trattati con la chemioterapia (11% vs 1%), confer-
mando quanto riportato nello studio monocentrico (28). Nei casi che
avevano ricevuto l’AbMo, la VOD è stata particolarmente frequente
(21%) dopo allo-SCT e si è verificata precocemente, con un tempo
mediano di 16 giorni dal trapianto (range: 3-39 giorni). Attualmente
è in corso uno studio di fase I volto a valutare l’efficacia delle inotu-
zumab ozogamicina in associazione con ciclofosfamide, vincristina
e prednisone in pazienti affetti da LLA-B refrattari o recidivati
(CT.gov:NCT01925131).
L’inotuzumab ozogamicina è stato anche impiegato in pazienti an-
ziani di nuova diagnosi: l’MDACC ha riportato recentemente, in
forma di abstract (31), l’aggiornamento a 24 mesi di uno studio che
combina lo schema mini-hyper-CVAD al suddetto AbMo: comples-
sivamente, sono stati trattati 46 pazienti con un’età mediana di 68
anni (range: 60-81). Dei 42 pazienti valutabili, il 95% ha ottenuto
una CR o una CR con recupero parziale della conta piastrinica; nel
91% dei casi è stata inoltre ottenuta la negatività della MMR a livello
immunofenotipico. Episodi di VOD sono stati documentati in 4
pazienti (9%), uno dei quali post-allo-SCT. I risultati sono estrema-
mente promettenti, con il 65% dei pazienti vivi ed il 61% in RC a
2 anni. Alla stregua di questi risultati, anche il gruppo EWALL (Eu-
ropean Working Group for Adult Acute Lymphoblastic Leukemia) sta

Figura 2 - Meccanismo d’azione dell’inotuzumab ozogamicina. 1) L’inotuzumab
ozogamicina lega il linfoblasto B che esprime il CD22; 2) il complesso inotuzumab
ozogamicina-CD22 viene internalizzato; 3) il CD22 viene riespresso dal linfoblasto;
4) negli endosomi la caliceamicina viene liberata ed attivata per azione enzimatica;
5) la caliceamicina attivata viene trasportata nel nucleo dove si lega al DNA provo-
cando la rottura del doppio filamento ed apoptosi.

N!2

1

3

4

5

CD22

Inotuxumab ozogamicina

AbMo an�-CD22

Caliceamicina



55

Leucemia linfoblastica acuta dell’adulto

disegnando un protocollo di chemioterapia combinato con inotu-
zumab di prima linea per pazienti anziani.

AbMo anti-CD19
L'antigene CD19 è espresso sulle cellule neoplastiche (mature e im-
mature) della linea linfoide B ed attiva numerose vie del segnale
(SYK, PI3K e PLCG2), stimolando la funzione ed il differenzia-
mento delle cellule B normali, promuovendo la leucemogenesi e la
capacità di auto-rinnovamento delle cellule neoplastiche. Rappre-
senta un target ideale in quanto è espresso in tutti i casi di LLA-B
con livelli di espressione che variano dal 20% al 98%, indipenden-
temente dal sottogruppo di appartenenza (7). 
La sua ampia espressione sui linfociti B ha favorito lo sviluppo di
farmaci immu no modulanti quali il blinatumomab e le CAR-T - og-
getto delle prossime sezioni - che stanno rivoluzionando il tratta-
mento delle LLA-B.
Blinatumomab
Appartiene a una famiglia di anticorpi bi-specifici, chiamati BiTE®

(Bispecific T-cell Engager); deriva dalla fusione di due regioni variabili
presenti in due anticorpi monoclonali a singola catena, diretti contro
il CD19 ed il CD3, e legati da una catena a cinque amminoacidi
non-immunogenica. L’anticorpo si lega da una parte, tramite il
CD3, alle cellule T, che vengono attivate, e dall’altra alle cellule B
che esprimono il CD19, inducendo una citotossicità perforino-me-
diata (Figura 3) (32).
Il blinatumomab presenta un’emivita molto breve, di circa 2 ore, che
ne rende necessaria l’infusione continua (32). Induce una rapida de-
plezione dei linfociti B entro 2 giorni ed una riduzione delle cellule
T entro poche ore dall’inizio dell’infusione, che tornano ai valori ini-
ziali o più alti entro 9 giorni dall’inizio della terapia, probabilmente
per un effetto di ridistribuzione e successiva espansione policlonale
dei linfociti T CD4+/CD8+ attivati. In alcuni casi, si verifica un tran-
sitorio rilascio di citochine, in particolare IL-10, IL-6 e INF-γ.
Il livello delle citochine in genere decresce dopo 2 giorni e non si ve-
rifica dopo il primo ciclo (33).
I primi studi riguardanti l’utilizzo di blinatumomab nell’uomo sono
stati condotti su pazienti con LNH refrattari o recidivati (34, 35); no-
nostante i risultati ottenuti siano stati promettenti, si sono verificati
episodi di importante neurotossicità. Il blinatumomab è stato suc-
cessivamente testato in pazienti con LLA-B, dove ha trovato largo
impiego. Il gruppo tedesco ha dapprima valutato l’efficacia del bli-
natumomab in pazienti adulti (>18 anni senza limite di età) con
MMR persistente o in incremento, un sottogruppo ad alto rischio
di recidiva (36). Il blinatumomab, somministrato in infusione endo-
vena continua per 4 settimane alla dose di 15 µg/m2/d seguito da 2
settimane di pausa, ha indotto una negativizzazione molecolare della
MMR nell’80% dei pazienti entro 4 cicli - la maggior parte dei quali
dopo il primo ciclo - ed una EFS a 33 mesi del 61%. Il 45% dei pa-
zienti è stato successivamente sottoposto ad allo-SCT; è importante

sottolineare che non sono state osservate differenze statisticamente
significative nella sopravvivenza tra i pazienti sottoposti ad allo-SCT
o meno, anche nel follow up a lungo termine (36). Successivamente,
sono stati completati studi di fase II anche in pazienti refrattari o re-
cidivati ottenendo il 43% di risposte (33% di risposte ematologiche
complete e 10% di risposte ematologiche incomplete); il 40% dei
rispondenti è riuscito ad essere sottoposto ad allo-SCT (37, 38). Re-
centemente sono stati pubblicati i risultati del primo studio di fase
III randomizzato (studio TOWER) su pazienti affetti da LLA-B re-
frattaria o recidivata, volto a paragonare l’efficacia del blinatumomab
verso la chemioterapia standard (CT.gov:NCT02013167) (39). L’ar-
ruolamento è iniziato nel gennaio 2014 ed è stato terminato nel set-
tembre 2015, con 405 pazienti registrati. Di questi, 376 hanno
effettuato il trattamento previsto (267 nel braccio blinatumomab e
109 nel braccio chemioterapia). Il follow up mediano è stato di 11
mesi per entrambi i gruppi. Gli autori riportano percentuali di RC
significativamente più elevate nei pazienti che hanno ricevuto bli-
natumomab rispetto ai pazienti trattati con chemioterapia (43% vs
25%) ed un vantaggio di OS (7,7 mesi per blinatumomab vs 4 per
chemioterapia, p=0,012) che è stato confermato anche dopo censo-
rizzazione per allo-SCT.
Il blinatumomab è stato testato in pazienti affetti da LLA-B Ph+
refrattari o recidivati (studio ALCANTARA) con risultati promet-
tenti (CT.gov:NCT02000427) (40). Infatti, dei 45 pazienti arruo-
lati, tutti pesantemente pretrattati, 16 (36%) - inclusi 4 pazienti
con la mutazione T315I - hanno ottenuto una CR o CRh (con re-

Figura 3 - Meccanismo d’azione del blinatumomab. L’anticorpo si lega da una parte,
tramite il CD3, alle cellule T, che vengono attivate, e dall’altra alle cellule B che
esprimono il CD19, inducendo un doppio meccanismo di citotossicità.
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cupero parziale dei valori emocromocitometrici) entro i primi due
cicli di trattamento. Nell’88% dei casi si è ottenuta una negativiz-
zazione molecolare della MMR ed il 55% è stato successivamente
sottoposto ad allo-SCT. La PFS e la OS sono risultate di 6,7 e 7,1
mesi, rispettivamente.
Dopo Food and Drug ADministration, FDA e European Medicines
Agency, EMA, il blinatumomab è stato recentemente approvato in
Italia per il trattamento dei pazienti affetti da LLA-B refrattari o re-
cidivati. Inoltre, stanno partendo e/o sono in fase di reclutamento
numerosi protocolli clinici, che prevedono l’impiego del blinatumo-
mab nei pazienti di nuova diagnosi, tanto nei casi Ph+ che Ph-. Per
quanto riguarda le LLA Ph+ dell’adulto, il GIMEMA ha recente-
mente aperto all’arruolamento (CT.gov: NCT02744768) un pro-
tocollo basato su una induzione con dasatinib (+ steroidi) seguito
da almeno due cicli di blinatumomab come consolidamento. L’en-
dpoint primario dello studio è la percentuale di pazienti che otten-
gono una negativizzazione molecolare della MMR. Studi basati su
approcci simili si stanno sviluppando anche a livello internazionale:
è in corso uno studio randomizzato di fase III volto a valutare se l’ag-
giunta del blinatumomab alla chemioterapia di prima linea allunghi
la sopravvivenza dei pazienti affetti da LLA-B Ph- rispetto alla sola
chemioterapia (CT.gov: NCT02003222).
Gli effetti collaterali che si osservano durante l’infusione di blinatu-
momab possono essere diversi. Tra questi la sindrome da rilascio di
citochine (cytokine release syndrome, CRS), caratterizzata da febbre,
brividi, ipotensione e dispnea, e dovuta alla rapida eliminazione delle
cellule B da parte delle cellule T citotossiche e dall’attivazione degli
stessi durante le fasi iniziali del trattamento. In gran parte dei pazienti
è possibile notare una leucopenia ed una ipogammaglobulinemia,
con conseguente aumento del rischio di infezioni, probabilmente
causate dalla deplezione delle cellule B e dalla ridistribuzione ed at-
tivazione delle cellule T. Inoltre, nel 15-20% dei pazienti sono stati
riportati effetti sul sistema nervoso centrale, come atassia, tremori,
convulsioni, disorientamento, confusione e disturbi del linguaggio,
ed in rari casi encefalopatia. Tali sintomi possono essere anche gravi
(grado 3 o 4), ma per lo più reversibili con la sospensione tempora-
nea del farmaco. 
Nonostante i risultati ottenuti, una porzione di pazienti sviluppa una
resistenza al blinatumomab. Mentre diversi Autori non riportano dif-
ferenze in termini di numero di linfociti T circolanti e produzione di
citochine tra pazienti rispondenti o resistenti al blinatumomab (32), è
stato altresì dimostrato che il numero di linfociti T circolanti, in par-
ticolare i linfociti T CD3+/CD45RA−/ CD197− (i.e. effector memory
T, TEM) ed in minor misura i linfociti T CD8+ TEM (con riacqui-
sizione del CD45RA) ed i linfociti T CD4+ (central memory T cells)
correlano con la risposta a lungo termine (41).
Inoltre, un recente studio ha dimostrato nei pazienti non-rispon-
denti un numero più alto di cellule T-reg rispetto ai pazienti rispon-

denti con conseguente riduzione della proliferazione cellulare T e ri-
duzione degli effetti citotossici mediati dalle cellule T CD8+ (42).
È interessante sottolineare che la rimozione delle Treg rende le cellule
dei pazienti resistenti sensibili al trattamento con blinatumomab.
Alcuni autori hanno inoltre descritto lo sviluppo di recidive mieloidi
o CD19-negative in corso di trattamento con immunomodulanti
o, meno frequentemente, al termine del trattamento; quest’ultimo
evento non è sorprendente considerando che studi precedenti ave-
vano già descritto rari casi di resistenza al rituximab dovuti allo svi-
luppo di cloni CD20-negativi (9,43). Diversi meccanismi sarebbero
alla base dello sviluppo di recidive CD19-negative, tanto con blina-
tumomab che a seguito del trattamento con CAR-T.
Il fenomeno è stato attribuito in alcuni casi alla presenza di cloni
con mutazioni nel sito di splicing a carico dell’esone 2 del CD19-
codificante per la porzione extracellulare - con conseguente splicing
alternativo e produzione di una molecola CD19 tronca (44). In altri
casi è stato postulato che l’esposizione ad immunomodulanti anti-
CD19 porti ad un meccanismo di riprogrammazione a carico delle
cellule staminali leucemiche ed espansione di cloni CD19- (45). Re-
centemente, studi in vitro hanno documentato un’alterazione del
trasporto del CD19 dal reticolo endoplasmatico al citoplasma che
potrebbe essere alla base di alcune recidive CD19- (46).

Terapia cellulare e CAR-T
Un approccio immunoterapico in via di sviluppo è infine rappre-
sentato dalla terapia cellulare basata principalmente sulle CAR-
T, linfociti T ingegnerizzati con recettori diretti contro antigeni
tumorali. La terapia cellulare sfrutta la capacità del sistema im-
munitario, in particolare i linfociti T citotossici e NK, di deter-
minare un’azione citotossica nei confronti di cellule tumorali
previo riconoscimento di determinati antigeni. È noto che il ri-
schio di recidiva dopo allo-SCT è inferiore nei pazienti che svi-
luppano una graft-versus-host-disease (GvHD) rispetto ai casi che
non la sviluppano. 
La graft-versus-leukemia (GvL) contribuisce, infatti, all’efficacia
dell’allo-SCT e costituisce il razionale per l’infusione dei linfociti
del donatore (DLI) in pazienti allotrapiantati. La DLI rappresenta
uno dei primi esempi di immunoterapia, utilizzata nei pazienti re-
cidivati dopo allo-SCT, al fine di indurre una nuova remissione di
malattia (47, 48). Al fine di evitare le conseguenze della GvHD, sono
state sviluppate diverse tecniche per espandere ed infondere linfociti
autologhi. È stata, per esempio, dimostrata la possibilità di espan-
dere in vitro cellule NK che mantengono l’attività citotossica contro
blasti autologhi di pazienti affetti da LLA in remissione ematologica
ma non molecolare (49). Attualmente, è in corso uno studio GI-
MEMA di fase I volto a valutare l’efficacia dell’infusione di cellule
NK autologhe arricchite ed espanse in pazienti anziani (>60) affetti
da LLA-Ph+ in RC ma MMR-positivi e non eleggibili per chemio-
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terapia di consolidamento o allo-SCT (CT.gov: NCT02185781).
Il recente utilizzo di linfociti T ingegnerizzati con recettori diretti
contro antigeni tumorali rappresenta un approccio nuovo e parti-
colarmente promettente per la capacità di generare rapidamente un
elevato numero di linfociti tumore-specifici (50-52).
In alternativa al fisiologico TCR, il linfocita T può essere ingegne-
rizzato con recettori chimerici per l’antigene (CAR), costituiti da un
dominio di riconoscimento antigenico fuso a domini di trasduzione
del segnale derivati dal complesso TCR. Questo tipo di struttura
combina la specificità del riconoscimento anticorpale MHC-indi-
pendente con le potenzialità anti-tumorali dei linfociti T, permet-
tendo così il possibile trasferimento al linfocita T sostanzialmente di
qualsiasi specificità antigenica.
Come mostrato nella Figura 4, le cellule T vengono ottenute me-
diante leucoaferesi dal paziente, transfettate con lentivirus o gamma-
retrovirus ed ingegnerizzate con CAR, espanse e poi infuse nel
paziente previa terapia di linfo-deplezione generalmente con fluda-
rabina/ciclofosfamide o sola ciclofosfamide. Le CAR-T sono state
rilevate nel paziente - tramite PCR e non citometria a flusso - per
periodi variabili da poche settimane a mesi, sebbene la persistenza
prolungata sia variabile. 
I linfociti CAR-T di prima generazione hanno presentato un’impor-
tante capacità di riconoscimento della neoplasia in vitro, associata
però ad una limitata attività antitumorale in vivo. Lo sviluppo di lin-
fociti CAR-T di seconda generazione, che ha previsto l’aggiunta alla
porzione intracellulare di domini costimolatori, si è tradotto nella
generazione di cellule che presentano una maggiore capacità di pro-

duzione di citochine e di espansione. Recentemente, la combina-
zione di domini multipli di segnale ha permesso lo sviluppo di CAR-
T di terza generazione ad attività ulteriormente incrementata.
Nella LLA, i primi studi con CAR-T dirette contro l’antigene CD19
hanno riportato - tanto nelle casistiche pediatriche che adulte - ri-
sultati eccellenti, con tassi di RC compresi tra il 70 e il 94% (53-59),
variabili a seconda della popolazione e dello stato di malattia, gene-
ralmente molto avanzata. Mentre il follow up dei primi studi era re-
lativamente breve, gli aggiornamenti, che sono stati recentemente
riportati sotto forma di abstract, confermano le premesse, e ne di-
mostrano la fattibilità anche a livello multicentrico (60-62). Lo studio
ELIANA, è stato condotto in bambini/giovani adulti (età mediana:
12 anni): degli 88 pazienti arruolati, 68 hanno effettivamente rice-
vuto le CAR-T: la RC ematologica e immunofenotipica è dell’83%,
e l’OS è dell’89% e del 79% a 6 e 12 mesi, rispettivamente. 
È importante sottolineare che questo studio era multicentrico e di
conseguenza conferma la fattibilità della procedura (inclusa la ma -
nifattura ed il trasporto), con percentuali di fallimenti nella produ-
zione delle CAR-T del 7% (60). La fattibilità è stata riportata anche
in altri due studi (ZUMA-3 e ZUMA-4) (61, 62).
In ambito adulto, è stato riportato il follow up a 18 mesi di 51 pa-
zienti adulti, 31 MMR-positivi e 20 con malattia morfologica: l’ot-
tenimento della RC è stato del 95% e 77%, rispettivamente (p=ns),
mentre l’EFS e l’OS mediane sono significativamente differenti per
i pazienti che ottenevano la negatività della MMR o meno (non rag-
giunta e 6,7 mesi, e non raggiunta e 17 mesi, rispettivamente); il
successivo allo-SCT non sembra migliorare la prognosi (63).

Figura 4 - Preparazione e infusione delle cellule CAR-T.
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È doveroso sottolineare che tutti gli studi riportano un’elevata in-
cidenza di importanti effetti collaterali, caratterizzati dalla possi-
bile comparsa della CRS - talvolta complicate da shock
anafilattico - che richiedono la disponibilità di un’unità di terapia
intensiva, dalla neurotossicità, in alcuni casi fatale, da linfocito-
penie B prolungate. L’impiego del tocilizumab (anticorpo anti-
IL6) e degli steroidi per il trattamento della CRS e della
neurotossicità, rispettivamente, sono in grado di mitigare tali ef-
fetti, e non sembrano interferire con l’attività delle CAR-T.

LLA a derivazione T
A differenza dell’ampio armamentario terapeutico disponibile oggi
per le LLA-B, sono stati sviluppati pochi farmaci, in particolare im-
munoterapici, diretti contro le cellule di LLA-T. Tra gli AbMo valu-
tati in studi clinici ricordiamo l’alemtuzumab e l’isatuximab. 
L’alemtuzumab è un AbMo nudo chimerico diretto contro il CD52,
un antigene espresso tanto dalle cellule B che T. Il suo utilizzo è stato
valutato in pochi trials riguardanti sia le LLA-B che -T, con risultati
parziali e con una importante tossicità, soprattutto ematologica ed
un alto rischio di infezioni che ne hanno giustificato l’abbandono
nella pratica clinica (64-66).
Studi preclinici hanno dimostrato l’efficacia degli anti-CD38 nel ri-
durre sia la crescita di linee cellulari di LLA-B e LLA-T con alta
espressione di CD38, sia la massa tumorale in modelli murini (67, 68).
È in corso uno studio di fase II per valutare l’efficacia dell’isatuximab,
un AbMo nudo completamente umanizzato diretto contro il CD38,
in pazienti affetti da LLA-T in recidiva o refrattari (CT.gov:
NCT02999633).
Un gruppo cinese ha recentemente sviluppato un AbMo anti-CD7
coniugato con l’immunotossina A dello pseudomonas che si è di-
mostrato efficace nel ridurre la crescita cellulare di linee cellulari
CD7 positive e cellule primarie di pazienti affetti da LLA-T (69).
Le CAR-T dirette contro antigeni T-linfocitari sono attualmente in
fase pre-clinica. La difficoltà nel produrre CAR-T dirette contro an-
tigeni T risiede nella più grave immunodeficienza che si instaura in
caso di deplezione T-linfocitaria rispetto all’aplasia delle cellule B in-
dotta dalle CAR-T dirette contro il CD19. Inoltre, l’espressione di
antigeni comuni tra le CAR-T ed i blasti T potrebbe indurre delle
reazioni contro le CAR-T stesse e quindi ridurne l’efficacia. Diversi
gruppi hanno sviluppato delle CAR - sia prodotte per espansione di
cellule T che NK - dirette contro il CD5, un antigene espresso da
quasi tutti i sottotipi di LLA-T, LNH-T ed alcuni LNH-B ma non
dalle cellule staminali emopoietiche e dalle cellule NK (70,71). Le CAR
prodotte tramite espansione di NK avrebbero il vantaggio di elimi-
nare i problemi di cross-reattività. Entrambe le molecole sono risul-
tate efficaci nel ridurre la crescita cellulare di linee cellulari CD5+ e
la massa tumorale in xenograft murini.

Conclusioni
Lo sviluppo dell’immunoterapia sta aprendo nuove prospettive te-
rapeutiche per i pazienti affetti da LLA-B in diverse fasi della malat-
tia. Nonostante i dati promettenti, il rituximab è attualmente l’unico
AbMo approvato in Italia per il trattamento di un sottogruppo spe-
cifico di LLA-B - la LLA di tipo Burkitt - di cui ne ha completa-
mente rivoluzionato la prognosi. 
Soltanto recentemente, il blinatumomab è stato approvato per i casi
di LLA-B refrattari/recidivati. Tuttavia, sembra offrire una terapia
assai efficace non solo per i casi recidivati/refrattari ma anche per
quelli con MMR persistente, qualificandosi, quindi, come uno dei
farmaci più promettenti per la cura delle LLA-B, congiuntamente
all’inotuzumomab ozogamicina, non ancora approvato. Data la ca-
pacità del blinatumomab di determinare una rapida clearance tumo-
rale e la non-cross reattività con la chemioterapia, questo agente può
essere considerato un’ottima terapia ponte per tutti quei pazienti
candidati ad un allo-SCT. Inoltre, vista la buona tollerabilità di que-
sto farmaco, anche pazienti anziani o comunque non eleggibili a te-
rapie intensive o allo-SCT potranno beneficiare del suo utilizzo.
L’ampliamento delle casistiche e la maggiore esperienza clinica aiu-
teranno a chiarire diversi quesiti tutt’oggi aperti circa i nuovi agenti
immunoterapici. 
Per quanto i risultati pubblicati siano promettenti, non è chiaro se
la risposta ai suddetti anticorpi sia simile nei vari sottogruppi mole-
colari. In particolare, saranno necessari studi clinici che ne valutino
l’efficacia in specifici sottogruppi quali i casi Ph-like o con riarran-
giamenti di KMT2A (alias ALL-1).
Gli studi clinici che sono in corso di attivazione, valuteranno l’effi-
cacia e la fattibilità di regimi poli-immunoterapici o di associazione
tra AbMo o specifici inibitori ed aiuteranno a comprendere quale
sia il più giusto timing nell’usare questi farmaci.
Sarà necessario chiarire la fattibilità dell’impiego sequenziale/com-
binato dei diversi anticorpi, alla luce dei dati acquisiti. Sembra infatti
evidente che l’inotuzumab ozogamicina induca un maggior tasso di
RC, ma meno sostenute e peristenti, mentre il blinatumomab induce
risposte molecolari più durature. La combinazione dei due anticorpi
potrebbe essere un valido approccio per il trattamento delle recidive
ematologiche. Pazienti ad alto rischio o in recidiva hanno spesso lo-
calizzazioni extramidollari. Non vi sono ancora studi in merito alla
capacità del blinatumomab - o in generale degli agenti immunote-
rapici - nel diffondere nei tessuti o di approcci combinati chemio-
immunoterapici efficaci per tali pazienti.
Con l’uso degli AbMo stanno emergendo nuovi meccanismi di re-
sistenza che dovranno essere oggetto dei prossimi studi al fine di svi-
luppare molecole sempre più efficaci e di ridurre - o prevenire - i casi
di resistenza.
Infine, è auspicabile che nel prossimo futuro si sviluppino molecole
efficaci e con limitata tossicità specifiche per la LLA-T.
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