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Editoriale
Giorgio Lambertenghi Deliliers
Fondazione Matarelli - Milano

Il trapianto di cellule staminali emopoietiche da donatore rap-
presenta ancora oggi la terapia postremissionale d’elezione per
molte emopatie neoplastiche. In questo numero Ematologia
Oncologica.it riassume i progressi significativi che hanno per-
messo di superare le difficoltà e i limiti della procedura tradi-
zionale con conseguenti benefici sulla sua tollerabilità.
L’acquisizione più significativa è stata la possibilità di ricorrere
a fonti diverse di cellule staminali con tecniche e protocolli che
permettono di superare il limite imposto dal rispetto della
compatibilità tra donatore e ricevente. Il donatore ideale è sem-
pre rappresentato da un famigliare HLA-compatibile, un’even-
tualità questa che si verifica solo nel 25-30% dei casi, per cui
si sono progressivamente espansi i Registri di donatori volon-
tari e le Banche di sangue cordonale che insieme permettono
di reperire un donatore compatibile o semicompatibile con
una probabilità di circa il 70%. Essendo molteplici i fattori del
binomio donatore /ricevente che incidono sul decorso clinico
del trapianto, sono state formulate linee guida per il giudizio
di eligibilità di un paziente al trapianto e criteri clinici e biolo-
gici per la selezione del donatore volontario e dell’unità di san-
gue placentare. Nell’ultimo decennio l’interesse dei ricercatori
si è focalizzato sempre di più sul trapianto da donatore fami-
gliare HLA-aploidentico che ha il rilevante vantaggio di ridurre
notevolmente i tempi di realizzazione dell’intervento. La fatti-
bilità di questo trapianto è oggi possibile grazie a protocolli di
condizionamento, alle tecniche di T deplezione ed agli studi
sulla alloreattività NK. Ma l’obiettivo centrale rimane ancora
la possibilità di prevenire la aGvHD preservando l’effetto GvL
e di favorire la ricostituzione immunologica. A questo scopo è
stato recentemente disegnato per i pazienti affetti da leucemia
mieloide acuta un protocollo di trapianto aplo T-depleto con
immunoterapia adottiva con cellule T-reg che impediscono ai
linfociti T di indurre aGvHD, ma al contempo ne consentono
l’effetto GvL. 
Il successo del trapianto allogenico dipende soprattutto dalla

efficacia eradicante del regime di condizionamento e dalla sua
limitata tossicità sugli organi. In questi ultimi anni, nell’ottica
di bilanciare capacità antitumorale e riduzione delle compli-
canze post-trapianto, sono stati disegnati regimi di condizio-
namento ad intensità variabile, diversificati sulla base della
malattia, dell’età del ricevente, della prevenzione della aGvHD,
della sorgente di cellule staminali e del tipo di donatore. La
TBI, che è stata per anni il cardine del condizionamento, oggi
è meno utilizzata, grazie all’utilizzo dei vecchi farmaci in nuove
formulazioni, come il busulfano e la ciclofosfamide, e alla di-
sponibilità di nuovi farmaci, come la fludarabina e l’ATG. Re-
centi studi randomizzati hanno confermato che ATG
pre-trapianto e ciclofosfamide post-trapianto sono in grado di
ridurre l’incidenza della GvHD acuta e prevenire in modo si-
gnificativo anche la GvHD cronica. Un’acquisizione impor-
tante, in quanto il 50% dei pazienti con aGvHD è dipendente
o refrattario alla terapia steroidea, candidato quindi alla speri-
mentazione con l’infusione di cellule mesenchimali espanse o
al trattamento con l’anticorpo anti-CD26.
Ma il problema più rilevante è la recidiva di malattia che può
interessare dal 25 al 50% dei soggetti sottoposti a trapianto al-
logenico, a seconda di diversi fattori legati al paziente e alla pa-
tologia di base. Dal momento che la recidiva dipende dal
mancato controllo immunologico della malattia minima resi-
dua, sono state migliorate le tecniche diagnostiche e introdotte
terapie innovative tumore specifiche. La chemioterapia e l’uso
di linfociti non manipolati del donatore sono le principali op-
zioni per il salvataggio di pazienti non in remissione molecolare
o con un chimerismo T linfocitario misto. Tuttavia sono in
corso di sperimentazione terapie di prevenzione della recidiva
post-trapianto utilizzando anticorpi monoclonali o cercando
di potenziare il controllo immunologico della malattia minima
residua con l’infusione di cellule T geneticamente modificate
(CAR) o di linfociti T attivati in vitro (CIK).





7

L’evoluzione della filosofia
trapiantologica
nella leucemia acuta
Massimo Fabrizio Martelli
Professore Emerito dell’Università di Perugia

Introduzione
Nella seconda metà degli anni settanta Donnall Thomas dimostrò
l’efficacia del trapianto di midollo osseo da donatore familiare HLA-
compatibile nel trattamento di pazienti con leucemia acuta (LA). I
decenni successivi videro significativi progressi in diversi aspetti della
strategia trapiantologica, quali composizione del regime di condi-
zionamento, prevenzione farmacologica della malattia trapianto con-
tro ospite (GvHD), diagnosi e terapia delle infezioni opportunistiche
post-trapianto, con conseguenti benefici sulla tollerabilità della pro-
cedura e sull’incidenza della mortalità trapianto-relata (TRM). L’ac-
quisizione più significativa fu poi la dimostrazione che con l’impiego
di sorgenti alternative di cellule staminali emopoietiche (donatore
volontario geneticamente non correlato, unità di sangue cordonale
geneticamente non correlata, familiare HLA-aploidentico) era pos-
sibile raggiungere risultati non dissimili da quelli ottenibili con il
trapianto da donatore familiare compatibile. Negli ultimi anni l’in-
teresse preminente dei ricercatori si è focalizzato sul trapianto HLA-
aploidentico: scopo di questa rassegna è analizzarne le varie modalità,
tra loro profondamente differenti, con cui oggi viene realizzato. Inol-
tre, verranno discusse le recenti ricerche in campo sperimentale e
clinico miranti a prevenire la GvHD preservando al contempo un
potente effetto trapianto contro leucemia (GvL): un obbiettivo cru-
ciale, sino ad oggi non raggiunto nel trapianto allogenico.

Fonti alternative di cellule staminali
Il donatore ideale è rappresentato da un familiare HLA-compatibile,
un’eventualità questa che si verifica solo nel 25-30% dei casi per cui
è necessario ricorrere, per la massima parte dei pazienti, a fonti al-
ternative di cellule staminali. Tradizionalmente, quale donatore di
seconda linea, viene preferito un soggetto geneticamente non corre-
lato HLA-compatibile. L’impiego della tipizzazione ad alta risolu-
zione ha consentito di selezionare donatori compatibili per HLA-A,
B, C, -DRB1 e -DQB1 a livello molecolare, con conseguente ridu-
zione dell’incidenza e gravità della GvHD ed impatto positivo sul-
l’esito del trapianto. I risultati in termini di sopravvivenza libera da

malattia sono analoghi a quelli raggiungibili con il trapianto da fa-
miliare HLA-identico. Ad esempio, in un’analisi (1) dei dati del
CIBMTR che comprendeva 226 pazienti con leucemia acuta mie-
loide (LAM) in prima remissione completa (CR1) e con citogenetica
a prognosi sfavorevole sottoposti a trapianto da fratello HLA com-
patibile, la sopravvivenza priva di malattia (LFS) a 3 anni era del
37% con un’incidenza cumulativa di recidiva del 42%. Nello stesso
studio, i 254 pazienti trapiantati da donatori da Registro HLA-com-
patibili (trapianto MUD) mostravano, in analisi multivariata, simile
LFS con incidenza di recidiva del 40%. D’altro canto, nonostante
la progressiva espansione del pool dei donatori sino all’attuale nu-
mero di 25 milioni, la probabilità di reperire un donatore 8/8 com-
patibile varia grandemente con la razza, dal 75% per i caucasici al
16-19% per i soggetti di discendenza africana. Inoltre i tempi di
attesa necessari per l’identificazione del donatore e per il prelievo
delle cellule staminali comportano, nei pazienti con malattia ag-
gressiva, un significativo rischio di ricaduta prima del trapianto. 
Il trapianto da unità di sangue cordonale ha tempi di ricerca più ra-
pidi e consente l’impiego di un inoculo incompatibile per 2 loci.
Negli adulti, d’altro canto, la rilevante discrepanza tra peso corporeo
del ricevente e numero di cellule staminali presenti in un’unità cor-
donale standard è causa di un attecchimento oltremodo lento e com-
porta un elevato rischio di rigetto. La dose cellulare minima per unità
cordonale necessaria per prevenire queste complicanze è stata iden-
tificata in 2,5x106 cellule nucleate per kg di ricevente (2). Ove non
sia disponibile un’unità con dose cellulare uguale o superiore a quella
minima, è stato proposto l’impiego di due unità cordonali (3). 
Uno studio retrospettivo (4) con più di 1500 pazienti, in cui è stato
seguito il concetto di dose minima cellulare, ha dimostrato che il
trapianto di cordone, a confronto con il trapianto da donatore da
registro, comporta una maggiore TRM, minori incidenze di recidiva
e di GvHD e simile LFS. L’analisi (5) dei dati dei Registri CIBMTR
e National Cord Blood Program, New York Blood Center ha riguardato
409 pazienti adulti, in gran parte in CR1- CR2 al momento del tra-
pianto, di cui 303 infusi con due unità cordonali e 106 con un’unica
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unità, contenente un’adeguata dose di cellule. A due anni, le proba-
bilità di sopravvivenza dopo trapianto di doppia unità o di singola
unità cordonale erano, rispettivamente, del 35% e 33%, con inci-
denze cumulative di recidiva del 36% e del 32%. 
Per quanto concerne il trapianto da donatore familiare HLA- aploi-
dentico, il vantaggio più rilevante è costituito dal fatto che tale do-
natore è identificabile in oltre il 95% dei casi e che la procedura
trapiantologica può essere effettuata senza alcun ritardo. Sovente,
nell’ambito familiare si hanno due o più donatori aploidentici, il
che consente di scegliere quello più valido sulla base di vari aspetti
quali la potenziale alloreattività delle cellule natural killer (NK) e
lo stato del cytomegalovirus. In caso di rigetto è poi possibile effet-
tuare un secondo trapianto dal donatore iniziale o, se disponibile,
da un altro donatore familiare con aplotipo differente da quello
coinvolto nel rigetto. 
L’inconveniente maggiore è dovuto alle intense risposte alloreattive
del ricevente contro il trapianto (host versus graft) e del trapianto
verso il ricevente (graft versus host), indotte dall’elevata frequenza di
T linfociti che riconoscono le differenze tra donatore e ricevente per
le maggiori classi I e II di HLA. Conseguentemente, nel passato, il
trapianto aploidentico non manipolato (T-repleto) si dimostrò cli-
nicamente non fattibile per l’alta frequenza di GvHD severa (6). D’al-
tro canto, il trapianto basato sulla rimozione ex vivo dei T linfociti
dall’inoculo (trapianto T-depleto) si associò ad un 30% di rigetti,
indotti da linfociti T citotossici con specificità anti-donatore che
erano sopravvissuti al regime di condizionamento (7).
Nel far seguito agli studi di Reisner et al in modelli murini, (8) la bar-
riera di istocompatibilità venne superata agli inizi degli anni novanta
con l’utilizzo di un inoculo contenente una megadose di progenitori
emopoietici (10x106 cellule CD34+/kg), raccolti da sangue periferico
dopo mobilizzazione con GCSF e depletati ex vivo dei T linfociti
con la metodica della Soy bean agglutinazione ed E-rosettazione, (9)

successivamente sostituita con la immunoselezione positiva delle cel-
lule CD34+(10,11). Il regime di condizionamento comprendeva TBI
(8Gy), tiotepa, fludarabina ed ATG. Questa strategia assicurò l’at-
tecchimento stabile nel 95% di oltre 250 pazienti affetti da LA con
un’incidenza estremamente bassa di GvHD acuta e cronica, pur in
assenza di qualsiasi trattamento immunosoppressivo post-trapianto.
Con un follow up massimo di oltre 15 anni, la sopravvivenza libera
da malattia fu del 50% nei pazienti con LAM in CR 1 e del 35%
per quelli in CR≥ 2. Dati analoghi sono stati riportati in un’ analisi
retrospettiva concernente i risultati dei trapianti aploidentici T-de-
pleti effettuati in alcuni Centri europei (12).
Inoltre si evidenziò come la rigenerazione post-trapianto di un re-
pertorio di cellule NK, comprensivo di cloni alloreattivi nei riguardi
delle cellule emopoietiche del ricevente, venisse ad esercitare un po-
tente effetto GvL, in assenza di GvHD (13-15). Le cellule NK del-
l’uomo presentano dei recettori inibitori, clonalmente distribuiti,

denominati killer cell immunoglobulin-like receptors (KIRs). Essi ri-
conoscono epitopi (KIR ligands) espressi da gruppi allelici di classe
I (HLA-C group 2 alleles; HLA-C group1 alleles; HLA-B alleles sharing
the Bw4 specificity). Nel trapianto aploidentico l’alloreattività NK è
esercitata da quelle cellule NK, di origine dal donatore, che espri-
mono, come unico recettore inibitorio per il self, un KIR il cui li-
gando è assente sui bersagli allogenici del ricevente. Pertanto esse
riconoscono la mancata espressione del ligando KIR di classe I del
donatore sulle cellule target, con conseguente azione litica. La pro-
babilità per un paziente di disporre, nell’ambito familiare, di un do-
natore potenzialmente NK alloreattivo è di circa il 50%. In un
recente aggiornamento, con un followup di oltre 18 anni, della ca-
sistica dei pazienti con LAM in CR1 o CR2 ad alto rischio, l’allore-
attività NK si associò ad un’incidenza di recidiva oltremodo bassa
(12%) e ad una soddisfacente LFS pari al 60%(13-15). Per contro, l’in-
cidenza di recidiva permase attorno al 35% nei pazienti con leucemia
acuta linfoide (LAL) ed in quelli con LAM che non disponevano di
un donatore potenzialmente alloreattivo. 
L’inconveniente maggiore del trapianto aplo T-depleto è costituito
dalla lenta ricostituzione immunologica a causa del basso numero
di T linfociti presenti nell’inoculo e dell’addizionale T-deplezione
esercitata in vivo dall’ATG. Nei 145 pazienti in CR1-CR2 al mo-
mento del trapianto, si osservò un’incidenza cumulativa di TRM
pari al 36%, prevalentemente dovuta ad infezioni opportunistiche
quali CMV o aspergillo.
Al fine di migliorare la ricostituzione immunologica, è stata proposta
l’infusione post-trapianto di T linfociti del donatore patogeno-spe-
cifici, diretti contro il CMV, l’aspergillo o l’EBV (16-19). Anche se ef-
ficaci, simili forme di immunoterapia adottiva sono di complessa
attuazione, nella profilassi o nel trattamento di infezioni virali non
responsive alla terapia. In alternativa, è stato propugnato l’impiego
di T linfociti ad ampio repertorio, depletati di alloreattività tramite
varie metodologie. Ad esempio, previa deplezione fotodinamica ex
vivo con dibromorhodamine (TH9402), una dose di T linfociti pari
a 1- 2 x 106/kg si dimostrò in grado di favorire la ripresa immuno-
logica senza indurre significativa GvHD (20,21).
Un’altra interessante metodologia è basata sull’inserzione nelle cellule
T del gene suicida timidinchinasi (cellule TK), al fine di determi-
narne la suscettibilità in vivo al ganciclovir (22,23). Nei pazienti trattati
con cellule TK l’incidenza di GvHD fu modesta ed, in una percen-
tuale significativa, non richiese il trattamento con ganciclovir. In
questi soggetti la ricostituzione immunologica venne sostenuta dalla
progressiva comparsa in circolo di cellule T non esprimenti il gene
TK, con caratteristiche proprie di un’origine timica recente e per-
tanto tolleranti nei riguardi del ricevente (24). Altri tentativi miranti
a favorire la ripresa immunologica sono basati su modifiche dei pro-
cedimenti di T-deplezione ex vivo, sostituendo alla immunoselezione
positiva delle cellule CD34+, la selezione negativa dei progenitori
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emopoietici da sangue periferico. Nello studio condotto da Han-
dgretinger et al (25) il prodotto leucaferetico è stato depletato solo
delle cellule T con recettore ab (TCRab+), in modo tale da preser-
vare altre cellule effettrici quali cellule T TCRgδ + e cellule NK. Le
cellule T TCRgδ�+ sono in grado di espletare risposte dirette contro
gli stress sterili ed i patogeni (26). Per converso non dovrebbero in-
durre GvHD, dacchè non riconoscono specifici antigeni peptidici
presentati da molecole del maggiore complesso di istocompatibilità.
La casistica dell’Università di Tubingen comprende bambini con
LA in fase avanzata sottoposti a trapianto T TCRab+ depletato
dopo regime di condizionamento chemioterapico. Locatelli et al (27)

hanno impiegato lo stesso tipo di inoculo, ma il condizionamento
era basato sulla TBI. In ambedue gli studi, non fu impiegata una
profilassi farmacologica della GvHD, anche se un’addizionale T de-
plezione venne esercitata in vivo dagli anticorpi anti T (ATG o
OKT3) inclusi nel condizionamento. L’attecchimento si verificò in
tutti i pazienti, con bassa incidenza di GvHD e rapida ricostituzione
immunologica (27). Risultati soddisfacenti con una sopravvivenza a
3 anni del 91% sono stati osservati anche in 23 bambini affetti da
malattie non neoplastiche (28). 
La stessa metodologia è stata anche impiegata in uno studio pilota
comprensivo di 25 adulti con età mediana di 45 anni affetti da LAM
e da LAL (29). Il regime di condizionamento comprendeva treosul-
fano, tiotepa, fludarabina ed ATG. Similmente a quanto riportato
nella fascia pediatrica, l’incidenza di GvHD fu oltremodo modesta
e del pari soddisfacente la TRM (10%). Ad un follow up mediano
di 12 mesi, 10 dei 14 pazienti trapiantati in remissione sopravvissero
in assenza di malattia.
Più recentemente, nuove strategie di prevenzione farmacologica della
GvHD hanno consentito di superare la barriera di istocompatibilità
senza far ricorso alla T deplezione ex vivo. Presso la Johns Hopkins
University è stato messo a punto un metodo per la deplezione in
vivo dei T linfociti alloreattivi basato sulla somministrazione di alte
dosi di ciclofosfamide (Cy) in una stretta finestra temporale dopo il
trapianto (trapianto aplo PT-Cy) (30). La ciclofosfamide non lede le
cellule staminali emopoietiche, ma al contempo esercita un controllo
selettivo sull’espansione dei T linfociti alloreattivi proliferanti, ve-
nendo così a ridurre il rischio sia di GvHD che di rigetto. Le cellule
T non-alloreattive e non-proliferanti sono relativamente preservate
con conseguente effetto positivo sulla ricostituzione immunologica.
Come ulteriore prevenzione della GvHD era anche prevista un’im-
munosoppressione post-trapianto standard con un inibitore della
calcineurina e mycophenolate mofetil. Il regime di condiziona-
mento, non-mieloablativo (NMA), comprendeva ciclofosfamide,
fludarabina e basse dosi di TBI. Questa strategia si dimostrò molto
tollerabile, con una bassa incidenza di GvHD (4% a 1 anno) e di
TRM (15% a 2 anni), il che ne ha favorito un’ampia e rapida diffu-
sione, a paragone dei livelli piuttosto statici di impiego del trapianto

da cordone (31). D’altro canto, come in altre esperienze con trapianto
non-mieloablativo, si osservò un’incidenza cumulativa di recidive
superiore al 45%. L’impiego di regimi di condizionamento mieloa-
blativi (MA), basati ad esempio sul busulfano o sulla TBI, ha con-
sentito di ridurre il rischio di recidiva, ma con modesto o assente
impatto sulla sopravvivenza a causa del parallelo incremento nella
TRM, sostenuto dalla tossicità del condizionamento. Vari studi re-
trospettivi di confronto tra i risultati del trapianto aplo PT-Cy e del
trapianto MUD, con l’impiego di condizionamenti non-mieloabla-
tivo (NMA) o mieloablativo (MA), documentano simili sopravvi-
venze in pazienti con LA, anche se sino al momento attuale non
sono stati eseguiti studi randomizzati. L’analisi più ampia è stata ef-
fettuata da Ciurea et al,(32) usufruendo dei dati del Registro CIBMTR
comprensivi di 192 trapianti aplo PT-Cy e 1.982 trapianti MUD
effettuati in pazienti adulti con LAM. Dopo trapianto aplo PT-Cy
MA e trapianto MUD MA la recidiva era del 44% vs 39% (p=0,37),
la TRM del 14% vs 20%, (p=0,14), e la sopravvivenza globale OS
del 45% vs 50%, (p=0,38). Nelle coorti dei pazienti sottoposti a con-
dizionamento non-mieloablativo il trapianto aplo PT-CY era asso-
ciato ad una maggiore incidenza di recidiva (58% vs 42%, p=0,001)
e ad una migliore TRM (9% vs 23%, p=0,002), ma la OS non era
significativamente differente (46% vs 44%, p=0,71). 
In sintesi, nel trapianto aplo NMA il minor rischio di TRM era con-
trobilanciato dal maggior rischio di recidiva; per contro, nei trapianti
mieloablativi non si osservò nessun effetto connesso al tipo di do-
natore sui rischi di TRM e di recidiva. La causa predominante di in-
successo del trattamento rimase la recidiva post-trapianto che si
verificò nel 39%-58% dei casi. Come atteso, il rischio di recidiva
era maggiore per i pazienti con indice di rischio della malattia (DRI)
alto a paragone di quelli con DRI basso o intermedio (HR, 3,17;
95% CI, 2,66-3,78; p<0,0001).
Ricercatori dell’Università di Pechino(33) hanno proposto una diversa
strategia di controllo dell’alloreattività nel trapianto aplo basata sul-
l’impiego di midollo osseo e progenitori emopoietici da sangue pe-
riferico G-CSF-primed e su un trattamento immunosoppressivo
post-trapianto con ciclosporina, mycophenolate mofetil e metotre-
xate. Nello studio iniziale, tutti i 171 pazienti raggiunsero un attec-
chimento stabile, con un’incidenza di GvHD acuta di III-IV grado
del 23% e di GvHD cronica del 47%. Le probabilità di TRM, re-
cidiva e LFS erano rispettivamente del 19,5%,12,2% e 68,2% nei
pazienti a rischio standard e del 31,1%, 38,9% e 42,1% nei pazienti
ad alto rischio. Un recente studio multicentrico prospettico effet-
tuato in Cina, (34) comprensivo di 231 pazienti con LAM sottoposti
a trapianto aplo in CR1, riporta una LFS a 3 anni del 74% con in-
cidenze di recidiva del 15% e di TRM del 13%. Le incidenze cu-
mulative di GvHD grado II-IV e grado III-IV furono del 36% e
10% rispettivamente, con una GvHD cronica del 42%. Risultati
del tutto simili (LFS 78%; recidiva 15%; TRM 8%) vennero osser-
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vati nella coorte di 219 pazienti trapiantati da familiare HLA-iden-
tico. Vi è una limitata esperienza con questa strategia al di fuori della
Cina, ad eccezione del gruppo italiano Rome Transplant Network. Al
fine di ridurre l’incidenza di GvHD acuta e cronica, Di Bartolomeo
et al (35) hanno impiegato come inoculo il solo midollo osseo e hanno
aggiunto il basiliximab per la prevenzione della GvHD. Un aggior-
namento dello studio originale, comprensivo di 60 pazienti affetti
da LA (46 LAM, 10 LAL) in CR1 e CR2 (early phase), riporta un’in-
cidenza di GvHD acuta di grado II-IV e di grado III-IV del 24% e
del 5%, rispettivamente. A 5 anni, la TRM fu del 34% e la recidiva
del 28% con una LFS del 48%, a paragone del 27% nei 37 pazienti
trapiantati in fase avanzata di malattia (36).
I risultati di Wang et al (34) sono migliori di quelli riportati dalla stra-
grande maggioranza dei trapianti aplo, compreso lo studio di Arcese
et al (36) in cui è stata impiegata una strategia simile. Anche se è pro-
blematico confrontare diverse esperienze, queste divergenze potreb-
bero essere dovute a varie cause. Ad esempio, nello studio cinese la
popolazione dei pazienti sottoposti a trapianto aplo ha un’età media
(23 anni) ed una percentuale di soggetti ad alto rischio di recidiva
nettamente inferiore ad altri studi. 
In conclusione, anche se sino al momento attuale non sono stati ef-
fettuati studi prospettici randomizzati, l’imponente mole di studi
retrospettivi di confronto ed i risultati di studi di singole Istituzioni
concordemente indicano come i trapianti da unità cordonale gene-
ticamente non correlata o da donatore familiare HLA aploidentico
debbano essere considerati quale valida opzione per i pazienti privi
di donatore HLA-compatibile. Nessuna delle due sorgenti di cellule
staminali appare chiaramente superiore, per cui la scelta tra trapianto
da cordone o da familiare aploidentico dipende in gran parte dalla
politica del singolo Centro.
Nel caso poi della scelta tra trapianto aplo T repleto o T depleto,
l’analisi dei dati osservazionali da Registri non fornisce indicazioni
pregnanti sulla strategia trapiantologica da seguire, a causa del-
l’estrema eterogeneità dei regimi di condizionamento, delle procedure
di manipolazione midollare, dell’impiego o meno dell’immunosop-
pressione post-trapianto, dei farmaci eventualmente impiegati nella
profilassi della GvHD. Deve essere però sottolineato come il tra-
pianto aplo T depleto, con la sua capacità di prevenire la GvHD
senza dover ricorrere ad un trattamento immunosoppressivo post-
trapianto, rappresenta la piattaforma ideale per immunoterapie con
cellule T miranti a potenziare l’effetto GvL e la ripresa immunolo-
gica. Un esempio significativo è costituito dall’immunoterapia adot-
tiva con cellule T regolatorie e T convenzionali (vedi avanti). In un
futuro prossimo la stessa piattaforma potrà essere utilizzata per in-
fusioni di cellule del donatore con specifica azione antineoplastica,
essendo sempre un prerequisito per simili trattamenti l’assenza di
GvHD e di immunosoppressione post-trapianto.

Prevenire la GvHD, preservando
l’effetto GvL
Nelle sue linee essenziali, il trapianto allogenico, quale trattamento
post-remissionale delle LA, segue a tutt’oggi la strategia disegnata da
Donnal Thomas 50 anni or sono, che comprende: un regime di con-
dizionamento atto a favorire l’attecchimento ed a ridurre l’entità
della malattia residua; un inoculo (midollo osseo o progenitori emo-
poietici da sangue periferico) non manipolato, contenente, oltre alle
cellule staminali emopoietiche, T linfociti ed altre cellule accessorie;
una profilassi farmacologica della GvHD. Cruciale per il successo
del trapianto è l’apporto dei T linfociti del donatore che riconoscono
antigeni (minori o maggiori) di istocompatibilità del ricevente. Le
allorisposte T linfoidi favoriscono l’attecchimento, venendo a spo-
stare la bilancia immunologica ricevente-donatore a favore di que-
st’ultimo. Esse poi svolgono un ruolo essenziale nell’eradicazione
della malattia minima residua, come storicamente dimostrato dalle
seguenti osservazioni:
• incidenza più alta di recidive nel trapianto T depletato e nel tra-
pianto da gemello identico a confronto del trapianto da fratello
HLA- compatibile;

• incidenza più bassa di recidive nei pazienti con GvHD acuta e/o
cronica a confronto di quelli senza GvHD;

• remissioni citogenetiche e molecolari indotte dall’infusione di lin-
fociti del donatore dopo recidiva post-trapianto. 

La lisi delle cellule leucemiche è prevalentemente sostenuta dal ri-
conoscimento, sulla loro superficie, degli antigeni di istocompatibi-
lità da parte di T linfociti alloreattivi, anche se possono verificarsi
risposte ematopoietiche-specifiche e leucemico-specifiche (37). D’altro
canto, le stesse cellule T mediano anche la distruzione immunologica
dei tessuti dell’ospite, un’importante causa di morbidità e mortalità.
Il trattamento post-trapianto con farmaci immunosoppressori atti a
prevenire la GvHD è, purtroppo, immunologicamente aspecifico
ed in grado di compromettere lo stesso effetto GvL indotto dai T
linfociti. In effetti, come precedentemente sottolineato, il trapianto
T repleto si associa ad un’incidenza di recidiva non inferiore al 30-
35% nelle LAL ad alto rischio indipendentemente dalla sorgente di
cellule staminali (familiare HLA-compatibile, donatore HLA-com-
patibile da registro, unità di sangue cordonale geneticamente non
correlata, familiare HLA-aploidentico). Nel caso, poi, del trapianto
aplo T-depleto la paucità di T linfociti nell’inoculo cagiona un’ in-
cidenza di recidiva del tutto simile, ad eccezione dei pazienti con
LAM trapiantati da donatori NK alloreattivi.
Preservare gli effetti postivi dei T linfociti del donatore - effetto GvL
e ricostituzione immunologica - in assenza di GvHD rimane quindi
la sfida centrale del trapianto. A questo fine, l’attenzione si è rivolta
verso una sottopopolazione di cellule T CD4+CD25+ FoxP3+ con
proprietà regolatorie (Treg) che fisiologicamente svolge un ruolo
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chiave nel mantenimento della tolleranza nei riguardi del self e del-
l’omeostasi immunologica (38).
Studi in modelli murini di trapianto incompatibile hanno dimo-
strato come cellule Treg, ove coinfuse con cellule T convenzionali
(Tcon), sono in grado di prevenire la GvHD, sopprimendo la pro-
liferazione dei T linfociti alloreattivi nei linfonodi e nei tessuti non
linfoidi (cute, fegato, intestino, polmone). Esse, per contro, non
bloccano l’espansione omeostatica dei T linfociti non-alloreattivi,
favorendo così la ricostituzione immunologica (39-43). Al contempo
viene conservata, in assenza di GvHD, l’azione antineoplastica dei
Tcon contro linee cellulari (cellule leucemiche A20, lymphoma
BCL1 e mastocitoma P815) (44,45) e contro la leucemia umana mie-
loide in modelli murini umanizzati (46).
Sulla base di questi dati sperimentali è stato disegnato un protocollo
clinico di trapianto aplo T-depleto con immunoterapia adottiva con
cellule Treg e Tcon (46,47). In un recente aggiornamento di questi
studi, sono stati inclusi 41 pazienti con LAM (22 CR1, 19 ≥ CR2)
e 18 con LAL (12 CR1; 6 ≥ CR2) con età mediana di 40 anni (range
20-59). Il regime di condizionamento comprendeva TBI, tiotepa,
fludarabina e ciclofosfamide (70/mg/kg) nei primi 25 pazienti, men-
tre nei rimanenti 34 vennero somministrati anticorpi anti-T (in so-
stituzione della ciclofosfamide) o 30 mg/kg di ciclofosfamide, con
lo scopo di ridurre la tossicità extraematologica. Tutti i pazienti ri-
cevettero cellule Treg (2,5±1x106/kg) – purificate da sangue perife-
rico tramite immunoselezione magnetica – seguite, al giorno 0, da
cellule CD34+ (9±3,17x106/kg) e cellule Tcon (1,1±0,6x106/kg).
Non venne somministrata alcuna immunosoppressione nel post-tra-
pianto. Un attecchimento rapido si verificò in 57/59 pazienti. Come
previsto in base ai dati preclinici, l’immunoterapia adottiva con Tregs
naturali consentì la somministrazione di un alto numero di Tcon,
con un’incidenza di GvHD oltremodo bassa (14%), ove si consideri
che nel trapianto aplo, in assenza di immunosoppressione post-tra-
pianto, la somministrazione di un quantitativo di cellule T pari a
1x104/kg - quindi di due log inferiore- provoca GvHD fatale. A pa-
ragone dei controlli storici, il pool periferico di cellule T aumentò
rapidamente, con frequenze relativamente elevate di linfociti CD4+
e CD8+ patogeno-specifici. Nella coorte pilota, in cui venne testata
per la prima volta l’immunoterapia con cellule Treg, la LFS a 6 anni
risultò essere pari al 50% a causa di un’elevata TRM. Molti pazienti
erano ad alto rischio per essere stati pesantemente pretrattati o per
avere in atto, prima del trapianto, un’aspergillosi invasiva. Nel suc-
cessivo gruppo di 34 pazienti - il cui regime di condizionamento
comprendeva anticorpi anti T o ciclofosfamide a dosaggio ridotto -
la LFS fu del 61% con TRM del 22%. Nell’intera casistica, l’inci-
denza cumulativa di recidiva, ad un follow up mediano di 44 mesi,
fu oltremodo bassa (0,09) ove si consideri che questi pazienti erano
ad alto rischio di recidiva per citogenetica, markers molecolari e fase
di malattia. 

Un’ipotesi circa i meccanismi con cui le cellule Treg impediscono
alle cellule Tcon di indurre GvHD, ma al contempo ne consen-
tono l’effetto GvL può essere formulata sulla base di una serie di
studi, nei modelli animali e nell’uomo, che riguardano le interre-
lazioni tra Treg e Tcon e la migrazione delle cellule Treg nei tessuti
del ricevente. Edinger et al (44) hanno dimostrato che le cellule Treg
alloantigene-specifiche bloccavano, a livello dei linfonodi, la pro-
liferazione delle cellule Tcon alloreattive, prevenendone così la ca-
pacità di indurre GvHD. D’altro canto non ne veniva inibita
l’attivazione per cui le Tcon conservavano la potenzialità citotos-
sica allogenica. Studi nel topo umanizzato (46), infuso con cellule
umane Treg e Tcon e senza manifestazioni di GvHD, hanno evi-
denziato che le cellule Treg venivano a localizzarsi a livello della
milza e del fegato, ma non nel midollo osseo. Le cellule Tcon pre-
levate dalla milza e dal fegato non mostravano alloreattività nei
riguardi del target allogenico, essendo verosimilmente sotto il con-
trollo delle Treg, mentre le cellule Tcon prelevate dal midollo
osseo conservavano la capacità di lisare in vitro i targets allogenici
(cellule umane di LAM e blasti PHA autologhi).
Pertinenti sono inoltre le seguenti osservazioni che riguardano l’-
homing delle Treg, in rapporto all’espressione di CXCR4, e la loro
funzione a livello della nicchia della cellula staminale: da una
parte, Booth et al (48) hanno osservato che nell’uomo le cellule Treg
CD45RO+ con bassa espressione di CXCR4 si localizzavano a li-
vello cutaneo, mentre le cellule Treg CD45RA+ con alta espres-
sione di CXCR4 erano presenti nel midollo osseo; dall’altra, in
un modello murino di trapianto allogenico non irradiato, Fujisaki
et al (49) hanno dimostrato che le cellule Treg FoxP3+ del ricevente
si disponevano in clusters a livello della superficie endosteale,
tutt’attorno alle cellule staminali emopoietiche provenienti dal
donatore, proteggendole dall’attacco immunologico dei linfociti
alloreattivi del ricevente. All’ablazione delle cellule Treg, faceva
seguito il rigetto delle cellule staminali del donatore.
Sulla base di queste osservazioni, nel caso del trapianto umano,
potrebbe essere formulata la seguente ipotesi di lavoro:
• le cellule Treg del donatore alloantigene-specifiche 100%
CD45RO+, dopo essere andate incontro ad attivazione ed
espansione a livello dei linfonodi, migrano in periferia (cute,
polmone, fegato, intestino), in funzione dell’espressione delle
molecole di homing per i vari tessuti, ed ivi esercitano un ulte-
riore controllo dei Tcon alloantigeni-specifici, contribuendo
così alla prevenzione della GvHD;

• le stesse Treg, a causa della bassa espressione di CXCR4, non
sono in grado di localizzarsi nel midollo osseo, e pertanto la
nicchia della cellula staminale manca dell’ombrello protettivo
da loro esercitato; 

• le cellule Tcon alloreattive sono, quindi, libere di espletare la
loro azione litica contro le cellule leucemiche ivi presenti.
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In conclusione, il trapianto aplo con immunoterapia adottiva con
cellule Treg e Tcon fa sì che la reazione trapianto contro ospite
sia confinata al solo midollo osseo, venendosi così a separare la
GvHD dall’effetto GvL. Non necessitando di profilassi farmaco-
logica della GvHD - che peraltro compromette l’effetto GvL -
l’infusione di un quantitativo di Tcon pari a 1x106/kg riduce in
maniera marcata l’usuale incidenza di recidiva (30%-45%) che si
verifica nel trapianto T repleto. Inoltre, nei pazienti affetti da
LAM trapiantati da donatori NK alloreattivi, le cellule NK e le
cellule Tcon contribuiscono entrambe a sviluppare un potente ef-
fetto GvL in assenza di GvHD: in effetti, sino al momento at-
tuale, nessuna recidiva è stata osservata in questa coorte di
soggetti.
Un problema connesso all’impiego di cellule Treg naturali ri-
guarda il quantitativo collezionabile da un donatore, che in genere
è attorno a 2 x106 /kg di peso corporeo del ricevente. Dacchè il

rapporto ottimale tra Treg e Tcon per la prevenzione della GvHD
è pari a 2:1, il quantitativo di Tcon da infondere non supera
1x106/kg. Questi limiti possono essere superati con l’impiego di
cellule Treg espanse in vitro. Per esempio, Brunstein et al (50) hanno
utilizzato, nel trapianto non manipolato di doppia unità cordo-
nale, l’infusione di un numero di Treg sino a 100x106/kg, dimo-
strando una rilevante riduzione dell’incidenza di GvHD rispetto
ai controlli storici. 
Rimane da stabilire quale strategia sia la più efficace, tenendo
conto, d’altro canto, che i sistemi di espansione delle Treg richie-
dono procedure GMP costose, non sempre disponibili e che, ta-
lora, non vengono raggiunti i quantitativi cellulari prefissati.
Comunque, sia che siano impiegate Treg naturali o Treg espanse,
è di fondamentale importanza che non sia effettuato alcun trat-
tamento immunosoppressivo post-trapianto, pena la compromis-
sione dell’effetto GvL.
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Introduzione
Le numerose innovazioni intervenute nel campo del trapianto al-
logenico di cellule staminali ematopoietiche (CSE) hanno determi-
nato la necessità di una sempre maggiore definizione delle
caratteristiche biologiche e cliniche del binomio ricevente/donatore
al fine di selezionare il donatore ottimale da utilizzare a fini trapian-
tologici. Partendo dal presupposto che il germano HLA identico
possa ancora essere considerato come il miglior donatore, la que-
stione che a tutt’oggi resta assai controversa e oggetto di grande di-
battito è rappresentata dalla seguente domanda: qual è il miglior
donatore alternativo per i pazienti che non dispongono di donatore
familiare HLA compatibile?
Nella corrente strategia trapiantologica, le fonti più comunemente
utilizzate come donatore alternativo sono il donatore non familiare
HLA compatibile matched unrelated donor (MUD) o incompatibile
mismatched unrelated donor (MMUD), inteso sia come donatore
adulto da Registro internazionale che come unità di sangue cordo-
nale, o il donatore familiare aploidentico. Nel tempo, il progressivo
incremento del numero di donatori alternativi con la possibilità di
attingere a fonti diverse e il raffinamento delle tecniche e dei pro-
tocolli per la profilassi della graft versus host disease (GvHD) hanno
permesso di superare il limite imposto dal rispetto della compati-
bilità immunogenetica tra donatore e ricevente. Pertanto, oltre il
90% dei pazienti dispone oggi di un potenziale donatore alterna-
tivo. Altri fattori, quali ad esempio la patologia di base del paziente
e l’urgenza trapiantologica, contribuiscono a definire il percorso da
seguire nella ricerca del donatore. In quest’ottica e nei limiti di
quanto è oggi possibile disporre su una materia in rapida evolu-
zione, l’obiettivo del presente capitolo consiste nel guidare il lettore
nell’utilizzare in maniera corretta le conoscenze attualmente dispo-
nibili per identificare un algoritmo di selezione del donatore alter-
nativo di CSE e nel valutare, ai fini dell’outcome trapiantologico, i
parametri clinici e biologici più significativi nella scelta del miglior
candidato tra gli eventuali, molteplici donatori disponibili per lo
stesso paziente. 

Il sistema maggiore di istocompatibilità 
Alla base della bio-immunologia del trapianto allogenico di CSE è
il sistema maggiore di istocompatibilità (MHC), un complesso ge-
nico atto a determinare la costituzione dei loci HLA (Human Leu-
kocyte Antigens) dotato del più elevato grado di polimorfismo
presente nel genoma umano e, pertanto, caratterizzato da sequenze
nucleotidiche estremamente variabili (1). Esso è situato sul braccio
corto del cromosoma 6 (p21.3), ha una lunghezza di circa 4000 ki-
lobasi e rappresenta un millesimo dell’intero genoma umano. I loci
HLA sono distinti in Classe I (HLA-A, B, C) e Classe II (HLA- DR,
DQ, DP) con differenze sia nella struttura che nelle funzioni. Le
molecole di Classe I sono costituite da una catena di 43.000 dalton
divisa in tre porzioni, citoplasmatica, transmembranaria ed extracel-
lulare, quest’ultima con tre domini (a1, a2, a3), associati in modo
non covalente con la b2 – microglobulina, proteina non polimorfica,
codificata da un gene localizzato sul cromosoma 15. Le molecole di
Classe II sono formate da una catena a1 (34.000 dalton) legata a
una catena b1 (28.000 dalton), che, come le molecole di Classe I,
presentano una porzione intracitoplasmatica, una transmembranaria
ed una extracellulare. Mentre le molecole di Classe I sono virtual-
mente presenti su ogni cellula nucleata e sulle piastrine, quelle di
Classe II sono espresse soltanto sulle cellule immunocompetenti,
come i linfociti B, le cellule T attivate, i monociti, i macrofagi, le
cellule di Langherans e dendritiche. Ciascun individuo dispone da
10 a 12 geni che codificano per HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ e -DP.
La gran parte di questi geni sono altamente polimorfici, con un
range di variabilità allelica compresa tra poco più di 20 per il locus
HLA-DRB4 e oltre 4000 per il locus HLA-B. Negli ultimi tre de-
cenni, l’elevata diversità allelica di questi loci è stata ben evidenziata
attraverso l’utilizzo di tecniche di biologia molecolare, caratterizzate
da un comune denominatore, l’amplificazione con PCR del DNA,
con la formulazione di una nuova nomenclatura (2). Lo sviluppo della
PCR nel 1985 ha permesso in particolare di studiare i polimorfismi
che caratterizzano gli esoni 2 e 3 dei geni di Classe I e l’esone 2 dei
geni di Classe II dell’HLA, dove la maggior parte delle variazioni al-
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leliche sono rappresentate. Le molecole HLA di Classe I e II giocano
un ruolo critico nella risposta immunitaria sia cellulo-mediata che
umorale in quanto fungono da segnale per le cellule T circolanti nel
riconoscimento di antigeni non self, cioè non appartenenti all’ospite.
I cloni linfocitari che riconoscono antigeni self vengono eliminati
durante la maturazione dei linfociti T mediante un processo di se-
lezione cellulare, che distrugge o inibisce i linfociti T autoreattivi.
Tale processo rappresenta il presupposto biologico della cosiddetta
tolleranza immunologica.
Il riconoscimento degli antigeni estranei avviene mediante l’intera-
zione tra gli antigeni stessi, presentati all’interno di una vera e propria
tasca dalle molecole dell’MHC, ed un recettore presente sui linfociti
T (T Cell Receptor, TCR), specifico per ciascun antigene. Relativa-
mente al diverso profilo di espressione delle molecole del sistema
MHC, i linfociti T possono essere ristretti per la Classe I o II. Infatti,
le molecole di Classe I, espresse costitutivamente su tutte le cellule
nucleate, e gli antigeni ad esse legate, derivati soprattutto da patogeni
intracellulari come i virus, vengono riconosciuti selettivamente dai
linfociti T con fenotipo CD8+. Le molecole di Classe II, general-
mente espresse sulle cellule immunitarie, legano antigeni o parti di
essi, che vengono riconosciuti prevalentemente dai linfociti T CD4+.
Grazie a questa variabilità genetica, il sistema HLA è in grado di le-
gare un’ampia selezione di antigeni potenzialmente patogeni e di in-
nescare una valida risposta immunitaria cellulo-umorale. La validità
del sistema immunitario di un individuo è potenziata dalla libera-
zione di citochine prodotte nel corso delle risposte immunitarie in-
nate e specifiche, che aumentano l’espressione delle molecole HLA
sia a livello tissutale che cellulare (1). 
Oltre agli antigeni maggiori dell’MHC, esistono anche antigeni mi-
nori di istocompatibilità (miHags). Gli antigeni minori di istocom-
patibilità sono peptidi derivati da proteine del self, altamente
polimorfiche, normalmente processate nel contesto dell’HLA e pre-
sentati ai linfociti T del donatore (3). Gli miHags sono codificati da
geni diallelici che danno luogo ad una variante per la quale le mole-
cole HLA presentano un’alta affinità, immunogena, ed una per la
quale le molecole HLA presentano una bassa affinità, non immu-
nogena. Alcuni di essi vengono codificati da geni presenti sui cro-
mosomi sessuali, con migliore caratterizzazione di quelli correlati
con il cromosoma Y. È noto che un antigene minore di istocompa-
tibilità può differire nella distribuzione tissutale e nella molecola
HLA di restrizione. Le evidenze scientifiche dimostrano che alcuni
antigeni miHags, come l’antigene sex-linked codificato dal gene
SMCY, sono espressi in maniera ubiquitaria, mentre altri come l’an-
tigene sex-linked codificato dal gene UTY ed i geni autosomici HA-
1 e HA-2, sono selettivamente espressi sulle cellule emopoietiche (4-6).
Il rigetto e la GvHD sono innescati dal mismatch allelico del com-
plesso HLA della coppia donatore-ricevente (7-8). Presupposto fon-
damentale perché donatore e ricevente siano istocompatibili è in

entrambi l’espressione tissutale di antigeni e alleli geneticamente
identici. Tale condizione permette al tessuto trapiantato di soprav-
vivere e previene la reazione del ricevente contro il donatore o, come
nella GvHD, del donatore contro il ricevente. Nel trapianto di or-
gani solidi i linfociti T del ricevente riconoscono gli antigeni dei tes-
suti trapiantati, o attraverso le molecole HLA espresse sulle cellule
presentanti l’antigene (antigen presenting cell; APC) del donatore,
processo diretto, o attraverso la processazione delle molecole HLA
del donatore da parte delle APC del ricevente e l’esposizione dei pep-
tidi che ne derivano su molecole HLA self, processo indiretto. Nel
trapianto di CSE, l’assenza nell’ospite di linfociti T immunologica-
mente competenti permette ai linfociti T del donatore di riconoscere
come non self gli antigeni del ricevente, presentati dalle molecole
HLA del ricevente stesso.
Per stabilire quali antigeni del complesso HLA siano presenti in cia-
scun individuo e per valutare il grado di compatibilità della coppia
donatore-ricevente, si procede alla tipizzazione HLA mediante tec-
niche specifiche, oggi prevalentemente di tipo molecolare. Il van-
taggio correlato alla definizione molecolare degli antigeni maggiori
di istocompatibilità consiste nell’identificazione di disparità alleliche
piuttosto che antigeniche, consentendo una più accurata analisi del
sistema HLA nella coppia donatore-ricevente. La compatibilità al-
lelica del sistema HLA in un trapianto allogenico di CSE, migliora
l’attecchimento e riduce, senza tuttavia eliminarlo, il rischio di
GvHD suggerendo l’esistenza di fattori concorrenti.
Nel contesto di un trapianto HLA-identico, l’alloreattività si esplica
attraverso il riconoscimento degli antigeni minori di istocompatibilità
del ricevente, trasportati dalle molecole HLA del ricevente stesso ed
identificati come estranei dal TCR dei linfociti T del donatore (6).
Numerose acquisizioni scientifiche hanno suggerito che gli antigeni
miHags espressi sulle cellule emopoietiche potrebbero essere espressi
anche sulle cellule tumorali, rappresentando un interessante target
per l’induzione delle cellule T del donatore, responsabili, oltre che
dell’effetto GvHD, anche dell’attività immunoterapeutica del tra-
pianto stesso, definita Graft-versus-Tumor. 

Metodiche di tipizzazione HLA
Alla base di ogni trapianto di CSE vi è il test di compatibilità HLA
della coppia donatore-ricevente che, per legge, deve essere ripetuto
due volte su campioni prelevati in momenti diversi per confermare
il livello di compatibilità selezionato. Il primo test HLA viene chia-
mato test di compatibilità iniziale e il secondo test, effettuato sul bi-
nomio donatore/ricevente, viene definito test di compatibilità finale.
A seconda della tipologia di trapianto da effettuare, verranno eseguite
tipizzazioni HLA più o meno estese. Tuttavia, per confermare l’iden-
tità HLA della coppia donatore-ricevente è necessario disporre o di
una tipizzazione HLA in alta risoluzione effettuata su 12 loci del si-
stema HLA o di avere nell’ambito familiare la possibilità di definire
la segregazione aplotipica.
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Attualmente le più comuni metodiche per l’identificazione di spe-
cifici polimorfismi sono di tipo molecolare ed includono: PCR-
SSP (sequence-specific primers), PCR-SSO (sequence-specific
oligonucleotides) e PCR-SBT (sequencing-based typing). La tipizza-
zione HLA mediante PCR-SSP prevede l’amplificazione di una se-
quenza di DNA bersaglio con coppie di primers studiate in modo
da essere perfettamente complementari solo ad un allele o a un
gruppo di alleli (9). Nella metodica di PCR-SSO il processo della
PCR è usato solo come procedimento di amplificazione di un de-
terminato tratto di DNA, allo scopo di ottenerne quantità elevate,
dove siano contenuti tutti i loci HLA di interesse (10). La tipizza-
zione HLA in questo caso richiede quindi una fase di post-ampli-
ficazione per discriminare i diversi alleli. Il prodotto della reazione
PCR viene denaturato e fatto successivamente reagire con sonde
di DNA complementari, coniugate a marcatori fluorescenti, al fine
di consentirne la rivelazione. L’assegnazione della tipizzazione HLA
si basa pertanto sul pattern della reazione di fluorescenza confron-
tato con quello di sequenze note descritte negli specifici database.
La metodica di PCR-SBT, inventata da Sanger, rappresenta il me-
todo più completo per la caratterizzazione dei polimorfismi della
regione HLA (11). La tecnica prevede l’utilizzo di una polimerasi
che sia in grado di aggiungere specificamente alla catena di DNA
in formazione, oltre ai normali nucleotidi, anche dei dideossiribo-
nucleotidi. Questi ultimi hanno la caratteristica di bloccare la sin-
tesi del DNA, impedendo quindi alla polimerasi di aggiungere altri
nucleotidi, e di permettere pertanto la formazione di filamenti di
DNA di diversa lunghezza. I diversi frammenti di DNA così otte-
nuti vengono analizzati tramite un laser, posizionato all’interno di
un sequenziatore automatico, che rileva l’ultimo didesossinucleo-
tide di ogni filamento, permettendo di risalire alla esatta sequenza
del DNA in esame. Infine, da pochissimi anni sono disponibili nei
laboratori di tipizzazione HLA nuove metodiche, note come NGS
(Next Generation Sequencing). L’applicazione in routine di queste
nuove tecniche, basate non più sul sequenziamento Sanger, per-
metterà di evidenziare con certezza assoluta i diversi alleli HLA.
Nonostante le diverse piattaforme commerciali propongano l’uti-
lizzo di diversi principi chimici nell’applicazione della NGS, una
comune strategia è rappresentata dal fatto che il DNA template
viene adeso o immobilizzato su una superficie solida. Tale immo-
bilizzazione di molecole spazialmente separate permette di eseguire
simultaneamente milioni di reazioni di sequenziamento. Attual-
mente, al fine di rendere l’esame low cost, si rende necessario ese-
guire numerose tipizzazioni HLA contemporaneamente, il che
costituisce anche un limite di corrente applicazione di questa me-
todica. In futuro, una strategia di centralizzare le tipizzazioni HLA
a livello nazionale o l’avvento di piattaforme NGS utilizzabili per
un numero limitato di campioni biologici disegneranno nei pros-
simi anni i nuovi scenari legati alla tipizzazione HLA. 

Tipologia di donatore allogenico
La condizione necessaria per eseguire un trapianto allogenico di CSE
è rappresentata dalla disponibilità di un donatore HLA compatibile.
L’estremo polimorfismo del sistema HLA nell’ambito della popola-
zione generale consente di reperire un donatore compatibile solo nel
30% dei casi in ambito familiare, definito donatore correlato. Tale
percentuale aumenta relativamente al numero di fratelli di cui di-
spone il paziente ed è ricavabile grazie alla seguente formula mate-
matica: 1 - (0,75) n°fratelli. Il trapianto da donatore correlato viene
definito singenico quando donatore e ricevente sono gemelli mono-
coriali e risultano pertanto genotipicamente identici sia per gli anti-
geni maggiori che minori dell’HLA, tanto che in questi casi la
procedura trapiantologica non necessita di immuno-profilassi contro
rigetto e GVHD. Nel caso in cui il donatore sia rappresentato da
un fratello gemello, non sono sufficienti le metodiche sopra citate
di tipizzazione HLA per affermare che si tratti di un trapianto sin-
genico, ma il dato va confermato mediante un ulteriore test genetico
chiamato test di zigosità, (12) che è un confronto tra profili specifici
di marcatori genetici ed è in grado pertanto di determinare in ma-
niera definitiva se i gemelli siano monozigoti (identici) o eterozigoti,
non identici. Nel caso in cui il paziente non abbia un donatore cor-
relato HLA-identico, è necessario identificare un donatore alterna-
tivo, termine che include tutti i potenziali donatori familiari/correlati
o non, diversi dal fratello germano HLA identico, e cioè il donatore
volontario da Registro Internazionale, l’unità di sangue di cordone
ombelicale da banca e il donatore familiare aploidentico. Oggi è pos-
sibile reperire un donatore non correlato compatibile o semicompa-
tibile, o nell’ambito dei Registri Internazionali di donatori volontari
di midollo osseo (Bone Marrow Donor Worldwide) o nell’ambito del
Network di Banche di sangue di cordone ombelicale (SCO). Rivol-
gendosi ai Registri Internazionali di donatori volontari di midollo
osseo, circa il 75% dei pazienti caucasici identifica un donatore 8/8
HLA allelicamente compatibile, probabilità che, tuttavia, si riduce
in maniera drastica per i pazienti appartenenti ad etnie minori, dal
momento che i donatori volontari iscritti ai Registri sono prevalen-
temente di razza caucasica (13-15). Recenti studi hanno dimostrato che
i tempi di identificazione del Donatore da Registro sono diventati
estremamente rapidi grazie alla più completa tipizzazione HLA dei
donatori e dei riceventi al momento di attivazione della ricerca, tanto
che estendere una ricerca oltre 2 mesi aumenta la possibilità di iden-
tificare il donatore solo del 5% con 1 punto di incremento per anno
(16). Rivolgendosi simultaneamente alle Banche SCO, la probabilità
di identificare un donatore aumenta fino a circa il 70% anche per le
etnie meno rappresentate, grazie alle peculiarità biologiche di questa
fonte di CSE che ne permettono l’utilizzo clinico anche nel caso di
reperimento di unità SCO solo parzialmente compatibili con il pa-
ziente (15).
Attualmente, i donatori volontari iscritti nell’ambito dei Registri In-
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ternazionali risultano essere oltre 25 milioni mentre le unità SCO
disponibili in tutto il mondo sono oltre 650.000 (17). 
Oltre alla possibilità di utilizzare unità SCO per un paziente che non
dispone di donatore compatibile né familiare né da Registro, l’alter-
nativa terapeutica è rappresentata dall’uso del donatore familiare non
compatibile o aploidentico. Dal momento che i geni del sistema
HLA vengono trasmessi come una regione unica, definita aplotipo,
per metà dal padre e per metà dalla madre, ogni paziente che dispone
di un genitore o di un figlio è dotato di un potenziale donatore aploi-
dentico. Trattandosi di un trapianto incompatibile, tale procedura è
quanto mai complessa e prevede l’uso di una severa immunosop-
pressione che può essere eseguita o in vitro, attraverso tecniche di
deplezione dei linfociti T, o in vivo attraverso l’uso di combinazioni
di molteplici farmaci immunosoppressori. Il trapianto aploidentico,
costituendo una potenziale e rapida opzione terapeutica per oltre il
90% dei pazienti e permettendo di ottenere risultati clinici quanto
mai promettenti, rappresenta ormai una valida e consolidata alterna-
tiva trapiantologica. Sebbene introdotto più recentemente nella pra-
tica clinica e pur in assenza di studi prospettici controllati, il trapianto
aploidentico sia nelle più recenti versioni di T-deplezione (18,19) che
nelle modalità di trapianto di CSE non manipolato (20-25), sembra
competere con le altre opzioni di trapianto da donatore alternativo
(MUD, MMUD e SCO) (26,27) e, per alcune osservazioni, con lo
stesso trapianto da donatore familiare HLA compatibile (28). 

Caratteristiche del paziente 
Molteplici sono i fattori del binomio donatore/ricevente che inci-
dono sul decorso clinico del trapianto. A tal proposito, sono stati
calcolati numerosi score basati sulle caratteristiche cliniche del pa-
ziente che consentono di definirne la prognosi trapiantologica e che
rappresentano valide linee guida per il clinico nel giudizio di elegi-
bilità finale del paziente alla procedura stessa. Tra i più accreditati
vanno menzionati l’indice di comorbidità secondo Sorror (HCT-I)
e l’EBMT index (29-33). 
L’HCT-I, proposto nel 2004, è uno strumento molto efficace nella
valutazione pre-trapianto della prevalenza e severità dei possibili
danni d’organo del paziente con significativo valore prognostico sul
decorso post-trapianto. In particolare, l’HCT-I si basa sul calcolo
dell’effetto di 17 possibili patologie concomitanti al trapianto, per
le quali è stato identificato un peso prognostico con impatto signi-
ficativo sugli indici di outcome trapiantologico, quali la mortalità
non legata alla recidiva di malattia (non relapse mortality, NRM) e la
sopravvivenza globale a 2 anni. Il limite di questo strumento, rap-
presentato dalla variabilità individuale del clinico nella definizione
della severità delle comorbidità stesse, è stato superato nel corso degli
anni grazie ad appositi programmi di formazione volti alla standar-
dizzazione dei metodi di valutazione clinica dei parametri cruciali ai
fini del calcolo dello score stesso (Tabella 1). L’HCT-I (32,33) è stato
revisionato nel 2005 (30) e più recentemente nel 2014 (34) ai fini di as-

sociare il fattore età alle comorbidità precedentemente identificate.
Infatti, l’età del paziente da sempre rappresenta un limite per le pro-
cedure trapiantologiche in quanto correla significativamente con gli
indici di outcome, indipendentemente dalla patologia di base. Tut-
tavia, grazie alla possibilità di effettuare il trapianto allogenico uti-
lizzando regimi di condizionamento ad intensità ridotta (RIC), le
casistiche pubblicate sul trapianto allogenico negli ultimi 10 anni ri-
portano in alcuni casi valori massimi di età anche fino a 75 anni.
Anche in Italia è stato gradualmente innalzato il limite di età mas-
sima dei pazienti da sottoporre a trapianto allogenico di CSE e, in
particolare, dal 2015 gli standard dell’Italian Bone Marrow Donor
Registry (35) consentono di attivare la procedura di selezione del do-
natore non correlato per pazienti che abbiano compiuto 70 anni,
con particolare attenzione alla fascia di età compresa tra 65 e 70 anni,
che deve rispettare un limite di HCT-I < 3 per poter accedere a tale
alternativa trapiantologica. Sulla base dei più recenti risultati, nel
nuovo HCT-I composito, età/comorbidità, per pazienti di età >40
anni viene calcolato relativamente alla NRM un Hazard Ratio (HR)
pari a 1,48 (p-value=0,04), significativamente maggiore rispetto ai
pazienti più giovani (HR=1,25). Con particolare attenzione è stata
inoltre analizzata la popolazione di pazienti di età >60 anni. Suddi-
videndo la popolazione > 60 anni in 3 gruppi: score 1-2 (n=118),
score 3-4 (n=152) e score >5 (n=117), la corrispondente NRM risulta
pari a al 21%, 28% e 39%, che si traduce in un decorso significati-
vamente migliore per i pazienti con score 1-2 rispetto a quelli con
score più elevato (score 3-4: HR 1,7, p=0,02; score >5: HR 2,75,
p<0,0001). In definitiva, per i pazienti > 60 anni che, per definizione
a causa dell’età, partono da uno score composito minimo pari a 1 è
sufficiente una comorbidità con punteggio >2 a far elevare signifi-
cativamente il rischio di NRM. Questo dato dovrà guidare il clinico
nella selezione del donatore correlato ad un minor rischio trapian-
tologico come pure nella scelta del regime di condizionamento da
utilizzare. 
Altro importante score prognostico trapiantologico è rappresentato
dall’EBMT scoremodificato (36), basato sul peso attribuito, mediante
specifico punteggio, a singoli parametri legati al trapianto del pa-
ziente ematologico affetto da leucemia acuta:
• età (<20=0, 20-40=1, >40 anni=2);
• stato di malattia al trapianto (1a remissione completa [RC]=0,
RC>1a=1, non RC=2);

• matching di sesso donatore/ricevente (femmina vsmaschio=1, altre
combinazioni=0);

• tipo di donatore (correlato=0 vs alternativo=1) (Tabella 2). 
Recentemente, l’applicazione di questo score prognostico a un setting
di 350 pazienti affetti da LMA (36), in cui vi era un’omogenea distri-
buzione per HCT-I, ha dimostrato differenze statisticamente signi-
ficative in termini di OS a 2 anni in pazienti con score 1-2 vs pazienti
con score > 3 (OS: 50 +/- 4% vs 34+/- 4%, p=0,002). 
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In definitiva, l’utilizzo di score prognostici pre-trapianto rappresenta
un utile ausilio nella scelta del miglior donatore da selezionare anche
sulla base delle caratteristiche pre-trapianto del paziente.

Donatore non correlato da registro 
Criteri di compatibilità HLA
Il trapianto allogenico di CSE rappresenta un trattamento poten-
zialmente curativo per diverse patologie ematologiche, ma la sua ap-
plicazione dipende in primis dalla disponibilità di un donatore
compatibile. Recentemente, Gragert et al. (15) hanno dimostrato che
nella popolazione statunitense la probabilità di reperire un donatore
non correlato dal National Marrow Donor Program (NMDP), regi-
stro di donatori volontari di CSE statunitense, con una compatibilità

HLA 8/8 sui loci A, B, C e DRB1 è di circa il 75% per i bianchi eu-
ropei, ma solo il 46% per i pazienti bianchi discendenti del medio
oriente o del Nord Africa. Inoltre, questa probabilità si riduce ulte-
riormente al 18% e al 16% per i pazienti appartenenti rispettiva-
mente al gruppo africano o nero del sud/centro America. Tuttavia,
recentemente, Dhen et al. (37) hanno dimostrato un miglioramento
significativo nella identificazione del donatore non correlato nel
corso degli anni attraverso un’analisi condotta su 1.344 pazienti
ideali nella banca dati del Be the Match Registry in 2 tempistiche di-
verse: 2009 e 2012 (37). I risultati hanno dimostrato che il reperi-
mento del donatore 8/8 HLA compatibile in alta risoluzione (A, B,
CW e DRB1) è passata, tra il 2009 e il 2012, dal 68% al 72% per i
bianchi (WH), dal 41% al 44% per gli ispanici (HIS), dal 44% al
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Tabella 1 – Indice di comorbidità o Hematopoietic ComorbidityTransplant Index (HCT-I). Per calcolare l’HCT-I composito, bisogna aggiungere il punteggio 1 allo score
totale delle comorbidità ai pazienti di età ≥ 40 anni.

Comorbidità Definizione Score

Pregresso tumore solido Insorto in qualunque momento della storia clinica del paziente,
esclusi i tumori “non melanomi’’ della pelle 3

Malattie infiammatorie dell’intestino Malattia di Crohn o rettocolite ulcerosa 1

Malattie autoimmuni Lupus eritematoso sistemico, artrite reumatoide, polimiosite, malattia mista
del tessuto connettivo o polimialgia reumatica 2

Infezioni Se richiedono trattamento specifico dopo il giorno 0 1

Diabete In terapia con insulina o ipoglicemizzanti orali 1

Insufficienza renale moderata/severa Creatinina sierica > 2 mg/dL o >177 mol/L in dialisi, o pregresso trapianto renale 2

Insufficienza epatica lieve Epatite cronica, bilirubina >ULN a 1.5 × ULN, o AST/ALT >ULN a 2.5 × ULN 1

Insufficienza epatica moderata/severa Cirrosi epatica, bilirubina > 0.5 × ULN, o AST/ALT > 2.5 × ULN 3

Aritmia Fibrillazione atriale o flutter, sindrome del nodo del seno o aritmie ventricolari 1

Cardiopatie Malattia coronarica, insufficienza cardiaca congestizia, infarto miocardico
o frazione di eiezione ≤ 50% 1

Malattie vascolari cerebrali Attacco ischemico transitorio o evento cerebrovascolare 1

Valvulopatie cardiache Ad eccezione del prolasso della valvola mitrale 3

Pneumopatia moderata DLco e/oFEV1 66-80% o dispnea in lieve attività 2

Pneumopatia severa DLco e/oFEV1 ≤ 65% o dispnea a riposo o paziente che necessita di ossigeno 3

Obesità Paziente con indice di massa corporea > 35 kg/m2 1

Ulcera peptica Se richiede trattamento 2

Disturbi psichiatrici In trattamento o consulenza psichiatrica per depressione o ansia 1

Altro (specifica): 

Score totale
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46% per gli abitanti delle isole asiatiche e/o del Pacifico (API) e dal
27% al 30% per la razza nera afro-americana. Lo stesso studio ha
documentato un incremento nella percentuale di reperimento del
donatore compatibile anche per un livello di compatibilità richiesta
per trapianto di 10/10 antigeni HLA definiti in alta risoluzione. In
particolare, il donatore 10/10 HLA identico con il paziente è stato
identificato per il 67% dei pazienti di razza bianca, per il 38% degli
ispanici, per il 41% degli abitanti delle isole asiatiche e/o del Pacifico
e per il 23% dei pazienti appartenenti alla razza nera afro-americana.
I risultati scientifici attualmente disponibili conferiscono alla ridotta
compatibilità del binomio donatore/ricevente (compatibilità HLA
6-7/8) un corrispondente aumento significativo del rischio di
GvHD acuta di grado II-IV e III-IV, di GvHD cronica e di NRM
con conseguenti peggiori risultati clinici in termini di sopravvivenza
globale (OS) rispetto ai trapianti effettuati con donatore HLA-8/8
matched. Lee et al nel 2007 (38) hanno pubblicato una metanalisi re-
trospettiva sull’impatto del mismatchingHLA allelico valutato in alta
risoluzione sul decorso clinico del trapianto allogenico da donatore
non correlato. Questo studio includeva 3.857 trapianti effettuati
negli Stati Uniti, nel 94% dei casi da CSE midollari, e riportava un
progressivo, significativo aumento in termini di TRM con conte-
stuale riduzione della OS a seconda che l’incompatibilità fosse loca-
lizzata sui loci B/Cw, A o DRB1, concludendo che l’incompatibilità
meno sfavorevole era quindi rappresentata da quella sui loci B o Cw.

Altre conclusioni di quest’analisi furono l’aver identificato nel mi-
smatching allelico, tranne che per il locus Cw, lo stesso ruolo pro-
gnostico di quello antigenico e l’aver definito che la somma di più
incompatibilità peggiora i risultati di outcome clinico in quanto l’ag-
giunta di ogni mismatched sembra correlare con un 10% in meno
di sopravvivenza nei pazienti trapiantati in fase precoce di malattia.
Questi risultati non furono del tutto concordi con il successivo stu-
dio di registro condotto da Woolfrey et al (39) su 1.933 pazienti sot-
toposti a trapianto da CSE periferiche. In quest’analisi, infatti, il
singolo mismatched allelico non aveva significatività sulla sopravvi-
venza globale a differenza di quello antigenico, tranne che per il locus
Cw (p=0,009), mentre si confermava che aumentando il numero di
incompatibilità aumentava il rischio di mortalità trapianto correlata.
La non uniformità dei risultati dei 2 studi è verosimilmente attri-
buibile alla fonte di CSE, prevalentemente midollo nel primo e sta-
minali periferiche nel secondo, tuttavia la conclusione di entrambi
è rappresentata dall’identificare quale miglior donatore da Registro
quello A, B, Cw e DRB1 HLA compatibile a livello allelico. Nel
2009, una simile analisi retrospettiva è stata condotta anche dal
Gruppo Italiano Trapianto di Midollo Osseo in collaborazione con
l’IBMDR, su 805 coppie selezionate in base alla disponibilità della
tipizzazione allelica donatore/ricevente sui loci HLA-A, B, Cw,
DRB1 e DQB1(40). Questo studio ha riportato assenza di differenze
significative in termini di OS in pazienti adulti affetti da malattie
neoplastiche trapiantati da donatore 10/10 o 9/10 HLA-matched,
per qualsiasi locus coinvolto nel mismatching. Tuttavia, selezionando
i pazienti affetti da LMA e stratificandoli per fase di malattia al mo-
mento del trapianto, una sola incompatibilità HLA riduceva, seb-
bene non in maniera statisticamente significativa, la OS nei pazienti
riceventi trapianto in fase precoce, ovvero in prima remissione com-
pleta, rispetto a quelli trapiantati in fase avanzata di malattia (HR
1,65, p=0,08 vsHR 1,08, p=0,82). La conclusione dello studio ita-
liano consisteva quindi nel confermare l’indicazione di selezionare
il donatore HLA A, B, Cw, DRB1 matched nei pazienti neoplastici
in fase precoce di malattia al trapianto e di riservare il trapianto con
1 locus HLA incompatibile ai pazienti trapiantati in fase avanzata
di malattia. 
Relativamente all’incompatibilità locus specifica associata a miglior
outcome clinico, i risultati sono ancora controversi per cui numerosi
sono gli studi in corso per valutare la reale esistenza di incompatibi-
lità HLA permissive o non permissive sui mismatching allelici di I e
di II Classe (41-43). 
Circa il 15-30% dei trapianti allogenici da donatore non correlato
sono caratterizzati da un’incompatibilità sul locus Cw, dovuta al se-
vero squilibrio nel legame aplotipico (linkage disequilibrium) tra il
locus B e Cw, che, a seconda degli studi, si traduce in un variabile,
aumentato rischio di mortalità compreso tra il 21 e il 43%.Tuttavia,
negli esperimenti in vitro di alloreattività dei linfociti T è stata dimo-Tabella 2 – EBMT risk score modificato.

Parametri Score

Età (anni)

<20 0

20-40 1

>40 2

Stato di Malattia al Trapianto

Prima remissione completa 0

Remissione completa >1° 1

Malattia presente 2

Tipologia di Donatore

Correlato HLA identico 0

Alternativo 1

Compatibilità di Genere

Altro 0

Donatore Femmina a Ricevente Maschio 1
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strata un’ampia eterogeneità di risultati in coppie donatore/ricevente
incompatibili per il locus Cw. Questo dato può essere attribuibile alla
posizione e alla natura dei residui aminoacidici delle molecole Cw
mismatched coinvolte, ma anche alla variabilità nei livelli di espres-
sione degli alleli incompatibili. Basandosi su questi principi, risultano
spiegabili i recenti risultati di associazione di miglior outcome clinico
con alcune incompatibilità Cw, quali le disparità Cw*03:03 vs
Cw*03:04 o Cw*07:01 vs Cw*07:02 che, pertanto, possono essere
considerate permissive (44). Di contro, una recente metanalisi giap-
ponese su 6.967 pazienti ha dimostrato che la presenza di HLA-
B*51:01 nelle coppie donatore/ricevente è associata a GvHD acuta
non solo per il forte linkage disequilibrium tra HLA- B*51:01 e
Cw*14:02, ma anche per il potente effetto immunogenico esplicato
dallo stesso HLA-B*51:01. Alla luce di questi dati, l’incompatibilità
HLA-Cw*14:02 dovrebbe essere considerata un mismatching Cw
non permissivo, perché ad alto rischio di mortalità e di insorgenza
di GvHD acuta severa (45).
Relativamente ai loci di II Classe del sistema HLA, un elegante al-
goritmo di disparità non-permissive sul DPB1 è stato identificato
nel 2004 sulla base dei risultati clinici ottenuti da coppie donatori/ri-
ceventi non familiari, HLA-A-B-C-DRB1 compatibili ma diverse
sul locus DPB1 (46). Questi dati sono stati confermati da uno studio
del Gruppo Italiano Trapianti di Midollo Osseo che ha riportato un
aumento globale della mortalità nel trapianto da donatore da Regi-
stro con incompatibilità non-permissive DPB1 (47). Tuttavia, con-
frontando pazienti trapiantati sia in fase precoce che avanzata di
malattia, che avevano ricevuto CSE da donatore 10/10 HLA (HR
2,12; CI: 1,23-3,64; p=0.006) o 9/10 allelicamente compatibile
(HR 2,21; CI: 1,28-3,80; p=0,004), l’incremento della mortalità
nelle coppie con mismatching DPB1 non permissivo risultava so-
vrapponibile. Ad ulteriore conferma di tali risultati, Pidala et al.(48)

hanno in seguito riportato che nei trapianti HLA-A-B-C-DRB1
matched la combinazione di incompatibilità HLA-DPB1/DQB1
provoca un’aumentata incidenza di GvHD acuta laddove il singolo
mismatchingHLA-DPB1 è associato a riduzione del tasso di recidiva.
Tuttavia, relativamente alla incompatibilità DPB1, gli Autori hanno
registrato una maggiore NRM in caso di mismatching non permis-
sivo sia nei trapianti HLA 8/8 che 10/10 compatibili con inclusione
del DQB1 (48). Da questo il suggerimento di procedere, allorquando
geneticamente possibile, con la selezione del donatore con incom-
patibilità DPB1 permissiva in tutti i casi in cui siano disponibili mol-
teplici donatori 8/8 matched con il paziente. A differenza del DPB1,
ancora non sono disponibili solidi risultati sul ruolo del DQA1 e
del DPA1 nella selezione del donatore da Registro. 
In conclusione, oggi, dal punto di vista della compatibilità del do-
natore volontario da Registro, le indicazioni sono di selezionare do-
natori HLA 8/8 allelicamente compatibili con il paziente e,
allorquando non sia possibile, di prediligere le incompatibilità sul

locus Bw, ad eccezione del B51:01. Infine, l’incompatibilità che coin-
volga il locus Cw* 14:02 è meritevole di un warning particolare e,
in caso di molteplici donatori 8/8 HLA compatibili, selezionare
quello con mismatchingDPB1 permissivo. 
Infine, in caso di selezione di donatore HLA 7/8 compatibile è rac-
comandabile effettuare lo studio degli anticorpi anti-HLA ai fini
della selezione del miglior donatore alternativo.
Criteri Clinici
Nella selezione del donatore volontario da Registro, oltre ai criteri
di compatibilità HLA vanno presi in considerazione anche alcuni
fattori clinici quali lo stato sierologico per il citomegalovirus (CMV),
l’età, il sesso, la compatibilità ABO e la fonte di CSE, midollo o san-
gue periferico, per la quale il donatore dichiara la propria disponi-
bilità. Una pregressa infezione per il CMV, documentata dalla
positività IgG, viene oggi riconosciuta parametro di elevato impatto
clinico nell’outcome trapiantologico del paziente (49-52). La migliore
combinazione è rappresentata da negatività per le IgG del CMV di
entrambi i componenti della coppia donatore/ricevente perché cor-
relata al minor rischio di sviluppare infezione da CMV post-tra-
pianto con conseguenti migliori risultati in termini di OS a 5 anni.
Tuttavia, questa situazione in Italia è quanto mai rara per l’alta siero
prevalenza dell’infezione da CMV nella popolazione (circa 80%).
Al contrario, la situazione donatore CMV-negativo/ricevente CMV-
positivo rappresenta il più alto rischio di riattivazione del CMV post-
trapianto. Nel 2014, Ljungman et al.(52) hanno confermato attraverso
uno studio dell’European Blood and MarrowTransplant Group (52)

(EBMT), condotto su 19.192 trapianti da donatore da Registro,
l’impatto negativo in termini di OS a 5 anni del donatore CMV po-
sitivo per pazienti CMV negativi rispetto allo stesso utilizzato per
trapiantare pazienti CMV positivi (CMV: D pos /R neg: OS 45%
vs D pos /R pos: OS 49%, p< 0,0001). Inoltre, la combinazione
CMV D pos/R pos rispetto a quella Dneg/Rpos sembra particolar-
mente favorevole nel trapianto preceduto da condizionamento mie-
loablativo in quanto significativamente correlata a una minore
incidenza cumulativa di riattivazione generale (21% vs 48%; p
<0,001), di riattivazione ricorrente (4% vs 15%, p = 0,003), di ma-
lattia d’organo da CMV (3% vs 13%, p = 0,005) e di mortalità (42%
vs 56%, p = 0,006). 
Relativamente al fattore età e sesso, un giovane donatore maschio è
preferito (53,54) rispetto alla donatrice femmina tanto che oggi anche
in Italia l’età massima di iscrizione al Regitro di donatori volontari
è pari a 35 anni di età. Questo cut-off è legato al fatto che diversi
studi hanno dimostrato come l’età del donatore >45 anni sia corre-
lata ad un aumentato rischio di NRM e di recidiva. Infatti, la OS a
5 anni dei pazienti sottoposti a trapianto di CSE allogenico da do-
natore volontario risulta pari a 33%, 29% e 25% per un donatore
selezionato di età rispettivamente compresa tra i 18 e 30 anni, 31 e
45 anni, e più di 45 anni (p=0,0002) (53). Relativamente al sesso del
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donatore, è noto che le donatrici femmine sono generalmente a rischio
di sviluppare uno stato di allo-immunizzazione in seguito a gravidanze
e/o a precedenti aborti e che alcuni antigeni di istocompatibilità mi-
nore vengono codificati dal cromosoma sessuale Y, rappresentando
quindi un target immunologico specifico nell’incompatibilità di sesso
della coppia donatore femmina vs ricevente maschio. Questo dato,
dal punto di vista clinico, si traduce in un’aumentata incidenza di
GvHD cronica (54% vs 44%; p<0,001). Pertanto, l’algoritmo da
seguire nella scelta clinica del donatore dal punto di vista del genere
è in prima ipotesi il donatore maschio giovane, seguito da donatore
femmina nullipara o con il minor numero di gravidanze (53, 55-57).
Quando possibile, al fine di minimizzare il rischio di un ritardato
attecchimento della serie eritroblastica o di aplasia eritroide pura o
di anemia emolitica, è preferibile selezionare donatore ABO mat-
ched con il paziente. Tuttavia, diversi studi hanno riportato risultati
contraddittori in termini di correlazione tra compatibilità ABO
D/R e la sopravvivenza globale, tanto da non poter essere conside-
rato un elemento cruciale nella scelta del donatore (58-59). Relativa-
mente alla scelta del donatore in base alla disponibilità della fonte
di CSE da donare, ad oggi, c’è un solo studio prospettico che ha
mostrato un vantaggio significativo per PBSC in termini di inci-
denza cumulativa di attecchimento in PMN e PLT rispetto al BM,
con associata maggiore incidenza di cGvHD senza svantaggi in ter-
mini di OS (60). Pertanto, va preferito il donatore disponibile alla
raccolta di PBSC in casi selezionati quali l’elevato rischio infettivo
del paziente, l’alto rischio di recidiva della malattia sulla quale la
GvHD cronica potrebbe rappresentare un vantaggio clinico, la ne-
cessità di eseguire un trapianto RIC o una grossa sproporzione di
peso tra donatore e ricevente.

Unità di sangue placentare
Dal 1988 ad oggi, oltre 40.000 trapianti da sangue di cordone om-
belicale sono stati eseguiti in tutto il mondo, per cui oggi questa
fonte di CSE viene considerata una valida alternativa per il trapianto
allogenico nei casi in cui non sia disponibile un germano HLA
identico o un donatore da Registro 8/8 allelicamente HLA compa-
tibile (61-64). Tuttavia, in considerazione del vasto scenario di donatori
alternativi di CSE attualmente disponibili, la scelta ottimale del-
l’unità SCO da selezionare per uso clinico è quanto mai complessa
e dipende dalle caratteristiche del paziente oltre che da quelle speci-
fiche dell’unità. Relativamente al paziente, risulta quanto mai im-
portante, ai fini della selezione dell’unità SCO da trapiantare, se la
patologia di base del paziente sia o meno di natura neoplastica. Per
quanto la minore immunogenicità del SCO consenta di utilizzare
unità con compatibilità HLA meno estesa rispetto al donatore vo-
lontario da Registro, ampliando così la possibilità di identificare un
donatore anche per soggetti afferenti ad etnie minori (15), le moderne
linee guida suggeriscono una tipizzazione HLA allelica estesa a 8 loci
HLA anche per questa tipologia di trapianto (65). Questa moderna

strategia di selezione allelica, deriva dalla recente analisi retrospettiva
di Eapen et al. (66) sul trapianto non correlato da SCO basata su 1.568
pazienti affetti da patologie maligne, in cui, partendo dalla tradizio-
nale tipizzazione antigenica sulla I Classe (loci A e B) e allelica in
alta risoluzione per la seconda Classe II (DRB1), si è passati ad ana-
lizzare i dati di outcome, estendendo e approfondendo la compati-
bilità stessa, utilizzando un livello allelico HLA, HLA-A, B, Cw,
DRB1 al pari del donatore da Registro. I risultati emersi da questa
analisi hanno evidenziato come l’attecchimento in polimorfonucleati
(PMN) fosse significativamente inferiore per trapianti effettuati con
unità con 3 o più incompatibilità alleliche rispetto a quelli 8/8 o 7/8
allelicamente matched. Allo stesso modo, la NRM risultava associata
al grado di matching con dati significativamente migliori per le unità
8/8 allelicamente compatibili con il paziente. Un singolo mismatch
allelico sui loci A, C o DRB1 risultava associato a un aumentata
NRM con valori di HR pari a 3,05 (p=0,002), 3,04 (p=0,01) e 2,03
(p=0,005), rispettivamente, suggerendo un ruolo permissivo dell’in-
compatibilità sul locus B. Dal punto di vista della dose cellulare,
l’uso di unità con cellule nucleate (CN)/kg < 3 x 107 rappresentava
un fattore di rischio indipendente per la NRM a 1 anno, che risul-
tava pari a circa il 40% per trapianti effettuati con unità da 4/8 a
7/8 compatibili. Tuttavia, nei pazienti trapiantati con unità meno
compatibili (4/8 o 5/8), incrementando la dose di CN/kg a valori >
5x107 si registrava una riduzione della NRM a 1 anno dal 40 al 20%,
mentre una dose CN/kg >3 x 107 non migliorava i risultati di out-
come per unità 6 o 7/8 compatibili. Infine, la compatibilità allelica
3/8 si è rivelata inaccettabile in termini di NRM indipendentemente
dalla dose cellulare utilizzata. Alla luce di questi dati, che in parte
supportano studi pregressi (67,68), emerge inoltre un warning per l’uso
clinico di unità SCO in cui vi sia l’associazione di incompatibilità
Cw e DRB1. 
Per le patologie non neoplastiche, l’interazione tra dose cellulare e
matching HLA risulta meno chiara probabilmente a causa della esi-
guità dei dati disponibili rispetto alle malattie maligne (69), ma riflette
anche la biologia di questo tipo di disordini e gli effetti dei precedenti
trattamenti come ad esempio la terapia trasfusionale prolungata delle
emoglobinopatie, che espone il paziente a maggior rischio di svilup-
pare Ab-antiHLA con conseguente maggior rischio di mancato at-
tecchimento o di rigetto.
Partendo da questi presupposti, nella selezione dell’unità SCO otti-
male per trapianto si devono considerare (figura 1):
• la compatibilità HLA in combinazione con la dose cellulare, intesa
come CN/kg, CD34+/kg e GM/kg;

• la diagnosi del paziente;
• l’esclusione di unità 3/8 matched con il ricevente;
• la presenza di specifici Ab-antiHLA, che vanno ricercati ancor
prima di iniziare la selezione dell’unità SCO da trapiantare. Rela-
tivamente al criterio dimatchingHLA, in caso di unità 6, 7 o 8/8
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compatibili, la selezione dell’unità SCO deve prevedere una dose
cellulare minima di CN/kg pari ad almeno 3 x 107 mentre per
unità 4 o 5/8 compatibili è consigliabile considerare unità con al-
meno 5x107 kg di CN.

La dose cellulare in termini di CD34+ e GM/kg è un parametro
meno affidabile delle CN in considerazione dell’alta variabilità di ri-
sultati e delle diverse metodiche utilizzate dalle banche pre e post-
scongelamento (70-71). Tuttavia, questi parametri, a fini di valutazione
prognostica, risultano particolarmente utili nei casi in cui le CN al
momento dell’infusione (post-scongelamento) non corrispondano
al valore sul quale è stata effettuata la selezione e abbiano dato valori
inferiori a 2x107/kg. In questi casi, valori di CD34/kg >1,7 al mo-
mento della selezione o >1x105 al momento dell’infusione e/o, ri-
spettivamente, valori di GM/kg> 2 o pari a 1x104 sono correlati a
un buon outcome clinico sia in termini di probabilità di attecchi-
mento che di OS. Al contrario, per valori soglia di CD34 e di GM
inferiori a quelli sopra citati bisogna subito considerare la possibilità
di un secondo trapianto da altra fonte o da altra unità, monitoriz-
zando l’attecchimento tramite l’agoaspirato midollare e la valuta-
zione del chimerismo tra il giorno 20 e 28 post-trapianto (65). 
In caso di trapianto per patologie non maligne, si raccomanda il tra-
pianto da unità con il miglior livello di compatibilità e con dose cel-
lulare minima di CN/kg pari ad almeno 3,5x107 e di CD34+
kg>1,7x10s (65). Per il test clonogenico sono parimenti valide le rac-
comandazioni precedenti. 
Nel caso in cui molteplici unità SCO dovessero soddisfare i criteri
di matching e dose cellulare raccomandati, altri parametri da pren-
dere in considerazione sono la possibilità di reperire l’unità da una
banca accreditata FACT e AB0 compatibile con il paziente, anche
se i dati in merito all’effetto dell’incompatibilità AB0 in questa ti-
pologia di trapianto sono ancora contraddittori. Allo stesso modo,
ancora incerti sono i migliori risultati ottenuti utilizzando unità
SCO Non-Inherited Maternal Antigens (NIMA) matched con il pa-
ziente rispetto a quelle NIMA mismatched (72), per cui non è ancora
attuabile la loro applicazione clinica se non nell’ambito di specifici
trials clinici.  

Donatore familiare aploidentico
Nell’ultimo decennio, il trapianto da donatore familiare aploidentico
ha subito una radicale evoluzione, che ha comportato un notevole
incremento della sua applicazione. La pratica del trapianto aploi-
dentico T-depleto a lungo coltivata dal gruppo pionieristico di Pe-
rugia utilizzando megadosi di cellule CD34+ positive (18,19) è più
recentemente proposta nella forma di coinfusione di cellule T rego-
latorie e T linfociti (73) o come T-deplezione parziale con eliminazione
dei T-linfociti TcRab+ e mantenimento dei T-linfociti TcRgδ+ e
delle cellule NK (21). Tuttavia, le esperienze nell’uso di queste proce-
dure, benché particolarmente promettenti, riguardano casistiche di
pazienti ancora limitate o anche esclusivamente pediatriche e con

follow up di osservazione relativamente breve. Ben più estensiva è
invece risultata la pratica del trapianto aploidentico T-repleto, in cui
la prevenzione del rigetto e della GvHD è affidata a diverse combi-
nazioni farmacologiche per l’ottenimento di un adeguato livello di
T-deplezione in vivo (20, 22-25). L’alloreattività, correlata ad alcune incom-
patibilità sui loci Cw e Bw, riconosciuta dal gruppo di Perugia (19), ed
associata ad un rischio di recidiva significativamente ridotto nei pa-
zienti affetti da leucemia mieloide acuta (LMA), ha costituito un
importante fattore nella selezione del donatore aploidentico. Tale
correlazione non è stata però confermata nelle casistiche trattate con
trapianto aploidentico T-repleto. Inoltre, nelle varie coorti di pazienti
sottoposte a trapianto aploidentico, spesso il donatore condivide più
che un aplotipo con il ricevente (risultando 4/6 o 5/8 matched), da
cui le analisi volte ad analizzare se un maggior grado di compatibilità
possa influenzare l’outcome clinico anche nel trapianto T-repleto.
Gli studi ad oggi disponibili relativamente a tale problematica (22,74)

concordano nel non attribuire un peso statisticamente significativo
in termini di OS al diverso grado di matching o a specifiche incom-
patibilità alleliche della coppia donatore/ricevente. Relativamente
alle altre variabili del donatore che possono giocare un ruolo nel de-
corso clinico post-trapianto aploidentico, recentemente Wang et al. (75)

hanno riportato interessanti dati su una popolazione di 1.210 pa-
zienti, omogenea per regime di condizionamento e profilassi della
GvHD, sottoposti a trapianto aploidentico T-repleto con CSE da
PBSC o MO, dopo stimolazione con G-CSF. Secondo tale studio,
il sesso e l’età del donatore risultano parametri clinici importanti
nelle selezione del donatore aploidentico. In particolare, in analisi
multivariata in cui sia l’età che il sesso del donatore vengono consi-
derate quali variabili continue e dicotomiche, avere meno di 30 anni
ed appartenere al genere maschile risultano entrambi fattori indi-
pendenti ed associati favorevolmente a parametri di outcome clinico
quali la GvHD acuta di grado II-IV (età: p=0,0001; sesso: p=0,007),
la NRM (età: p=0,04; sesso: p=0,005), e la OS (età: p=0,04; sesso:
p=0,01). Questo studio riporta una maggiore incidenza di aGvHD
di grado II-IV per i pazienti sottoposti a trapianto aploidentico dalla
madre, pertanto gli Autori hanno condotto un’ulteriore analisi su
909 trapianti escludendo le madri donatrici, da cui è emerso che il
genere femminile non si conferma quale fattore con impatto signi-
ficativo sull’incidenza di GvHD a differenza dell’età che mantiene
la sua rilevanza statisticamente significativa nel determinare i risultati
globali di outcome. Infine, gli Autori concludono che, andando ad
esaminare il grado di parentela del donatore utilizzato rispetto al pa-
ziente in tutte le combinazioni analizzate, il fratello maschio di età
<30 anni risulta essere il miglior donatore. Infine, analizzando quei
casi in cui erano disponibili gli aplotipi dei genitori per determinare
se l’incompatibilità NIMA o NIPA (Non-Inherited Paternal Antigens)
avesse un ruolo importante nella selezione del donatore aploidentico,
è risultato che il fratello giovane incompatibile per i NIMA sarebbe

Scelta del donatore di cellule staminali
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associato a risultati migliori rispetto a quello NIPA incompatibile
con il paziente. Questi dati necessitano tuttavia di essere validati su
casistiche più numerose.
In assenza di studi prospettici randomizzati, cominciano ormai ad
essere numerose le analisi di confronto dei risultati fra trapianto aplo-
dentico ed il trapianto da altre fonti alternative (MUD, MMUD,
CB) o anche da donatore familiare HLA identico (26-28).
Nei limiti e con le cautele imposti dalla natura degli studi retro-
spettivi, tali analisi generalmente concordano nel non riconoscere
significative differenze tra le diverse modalità di trapianto in termini
di OS e DFS. Lo studio multicentrico condotto dall’MD Anderson
in associazione con il CIBMTR su 2174 pazienti affetti da LMA,
riceventi un trapianto aploidentico (mieloablativo: n=104; RIC:
n=88; totale: n=192) e confrontati con i rispettivi pazienti riceventi
trapianto MUD (mieloablativo: n=1245; RIC: n=737; totale:
n=1.982) ha mostrato OS e DFS simili per i due gruppi e per en-
trambe le modalità di condizionamento (Aplo vs MUD: OS
mieloablativo (3 anni) 45% vs 50%; RIC 46% vs 44%; DFS mie-
loablativo 41% vs 42%; RIC 35% vs 37%) (76). Nel più recente stu-
dio prodotto dall’EBMT, è stata eseguita una match-pair analysis
includente 273 pazienti affetti da leucemia acuta sia mieloide che

linfoide per ciascuno dei tre gruppi sottoposti a trapianto aploiden-
tico o a trapianto da donatore MUD con compatibilità allelica HLA
10/10 o a trapianto MMUD 9/10. L’analisi concludeva per una su-
periorità del trapianto MUD 10/10 rispetto al trapianto aploiden-
tico sia in termini di OS (65% vs 49% a 5 anni, p=0,004)) che di
DFS (59% vs 42% a 5 anni, p=0,001), mentre non risultavano dif-
ferenze significative fra il trapianto MMUD 9/10 e il trapianto
aploidentico (OS: 51% vs 49% a 5 anni, p=ns; DFS: 45% vs 42%
a 5 anni, p=ns). Un ampio studio retrospettivo condotto dal-
l’EBMT in associazione con l’Eurocord su 918 pazienti con LMA
(Aplo: n=360; SCO: n=558) e 528 pazienti affetti da leucemia lin-
foblastica acuta (LLA) (Aplo:n=158; SCO n=370) non trova, in
analisi multivariata, differenze significative tra le due modalità di
trapianto in termini di DFS a 5 anni (LMA: Aplo 32% vs 38%
SCO; LLA: Aplo 28% vs 34% SCO) (77).
È importante segnalare un’altra serie di studi, nei quali le analisi di
confronto del trapianto aploidentico includono, assieme alle altre
fonti alternative, anche il trapianto da donatore familiare HLA
identico (26,28,75). In termini di DFS, nessuno di questi studi trova
differenze significative fra il trapianto aploidentico e le altre fonti
di CSE incluso il donatore familiare HLA identico. 

Figura 1 – Algoritmo di selezione SCO

Abbreviazioni:
HLA = antigene leucocitario umano
SCO = sangue da cordone ombelicale
CN = cellule nucleate, Ab = anticorpi, Ag = antigeni
GM = colonie granulocito monocitarie.
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Su questa tematica il nostro gruppo, per una popolazione di 225
pazienti consecutivamente ed uniformemente trapiantati con un
identico regime di condizionamento mieloablativo o RIC, ha con-
dotto una match-pair analysis includente 9 variabili di omogeneità,
confrontando 58 pazienti riceventi trapianto aploidentico con 58
pazienti trapiantati da donatore familiare HLA identico: la DFS a
5 anni è risultata pressoché sovrapponibile tra le due serie di pazienti
sia trapiantati in remissione di malattia che in fase avanzata (78).
In Tabella 3 sono in sintesi confrontate le caratteristiche relative alle
tre diverse fonti di cellule staminali ematopoietiche per loro dispo-

nibilità e in rapporto a parametri di outcome clinico. Questa serie
di osservazioni, per le implicazioni che comportano, aprono nuovi
scenari nell’ambito della problematica della scelta del donatore, che
in prospettiva non si limita solo alla già complessa ricerca del mi-
glior donatore “alternativo”, ma si estende a tutte le fonti disponibili
di CSE, mette in discussione la gerarchia di selezione che ha sempre
visto al primo posto il donatore familiare HLA identico e induce a
ricercare altri fattori che, oltre il grado di compatibilità HLA, pos-
sano maggiormente influenzare l’outcome del trapianto e pertanto
guidare il clinico nella scelta del miglior donatore in generale.

Scelta del donatore di cellule staminali
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Introduzione
L’infusione di cellule staminali ematopoietiche (CSE), sia prove-
nienti da midollo osseo (MO) che sangue periferico (SP) o da cor-
done ombelicale (CO), avviene non appena terminata la fase di
condizionamento del paziente con chemioterapia, eventuale radio-
terapia e/o immunoterapia. I componenti del regime di condizio-
namento variano in funzione della patologia di base, della fase di
malattia, della sorgente di CSE e della qualità del prodotto infuso.
Anche le finalità del condizionamento differiscono in base al tipo
di trapianto. Nel setting autologo, il ruolo prevalente è quello di era-
dicare la maggior parte della malattia neoplastica attraverso la som-
ministrazione di dosi sovra-massimali di chemioterapia che, in base
alla patologia, può essere associata alla radioterapia o ad anticorpi mo-
noclonali diretti contro antigeni espressi sulle cellule tumorali (1-4).
Nel setting allogenico, oltre all’eradicazione della malattia residua,
il regime di condizionamento deve creare spazio nelle nicchie mi-
dollari per facilitare l’homing delle CSE del donatore ed esercitare
una profonda immuno-soppressione in modo da contrastare la rea-
zione di rigetto (5-9) (Figura 1). Effetto spazio e immuno-soppres-
sione sono importanti anche in caso di trapianto per emopatie non
neoplastiche dove il rischio di rigetto può essere anche maggiore a
motivo della integrità del sistema immunitario e, talora, la sensibi-
lizzazione secondaria alle trasfusioni di prodotti del sangue (10-12).
Una volta raggiunto l’attecchimento, si verifica un potente effetto
immunologico mediato dai T linfociti alloreattivi del donatore che
va sotto il nome di reazione trapianto-contro-ricevente (la Graft-
versus-Host Reaction, GvHR) che contribuisce alla definitiva eradi-
cazione del sistema immune residuo del ricevente (attecchimento
stabile con chimerismo completamente donatore) e della malattia
di base (Graft-versus-Leukemia/Tumor, GvL/GvT) ma che può com-
plicarsi evolvendo verso la malattia trapianto-contro-ricevente
(Graft-versus-Host Disease, GvHD) (13-16). Il destino del trapianto al-
logenico dipende quindi dalla bilancia tra la capacità antitumorale
del programma trapiantologico (intensità del regime di condizio-
namento e effetto GvL) e la riduzione delle maggiori complicanze

del trapianto medesimo (danno d’organo, infezioni, severità e du-
rata della GvHD). Un programma trapiantologico dovrebbe ideal-
mente comprendere un regime di condizionamento dotato di
buona attività anti-neoplastica ma scarsa o nulla tossicità sulle mu-
cose e gli organi e un livello di immuno-soppressione adeguato a
facilitare l’attecchimento delle stesse CSE. In realtà, il regime di
condizionamento deve essere visto nel contesto dell’intera proce-
dura trapiantologica in quanto non esiste il condizionamento ideale
ma esiste il condizionamento che si adatta meglio di un altro a
quella strategia di allo-trapianto disegnata non solo sui farmaci pre-
trapianto ma soprattutto su qualità dell’inoculo e procedure di pre-
venzione della GvHD.

Evoluzione dei regimi
di condizionamento
Nelle ultime due decadi si è assistito a un significativo cambiamento
dello scenario trapiantologico che ha portato alla declinazione di
regimi di condizionamenti diversificati sulla base della malattia,
dell’età del ricevente, della prevenzione della GvHD, della sorgente
di CSE e del tipo di donatore. La CSE vengono attualmente rac-
colte non solo dal midollo osseo ma anche, e sempre più spesso, dal
sangue periferico grazie alla loro mobilizzazione sotto stimolazione
con fattori di crescita granulocitari. La possibilità di infondere quan-
titativi maggiori di CSE usando il sangue periferico ha facilitato la
progressiva introduzione dei regimi di condizionamento ad inten-
sità ridotta reduced intensity conditioning (RIC) e di quelli non-mie-
loablativi (N-MAC) per trattare pazienti di età avanzata e/o con
co-morbidità che rendono non eleggibile il paziente per un tra-
pianto convenzionale. Infine, si è assistito ad un sempre maggiore
impiego di donatori non familiarimatched unrelated donor (MUD),
di unità di sangue cordonale unrelated cord blood (UCB) e di fami-
gliari solo parzialmente compatibili (aploidentici) (7,17-25). Tutte que-
ste variazioni nelle procedure non possono però prescindere dal
concetto che nel trapianto si realizza una competizione tra le CSE
e il sistema immune del donatore con i fattori ematopoietici (CSE
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normali e leucemiche) e immunologici (T linfociti) del ricevente.
Variazioni nella composizione dell’inoculo richiedono in genere al-
trettanti cambiamenti nel regime di condizionamento del paziente
e nelle strategie di immuno-soppressione post-trapianto. 
I regimi mieloablativi (MAC) favoriscono, in genere, un rapido at-
tecchimento delle CSE allogeniche e una buona eradicazione della
malattia neoplastica residua, ma sono gravati da elevata tossicità e
non-relapse mortality (NRM), essenzialmente per GvHD e infezioni
(26). Il danno tessutale indotto dai regimi MAC provoca un rilascio
di citochine pro-infiammatorie che aumentano l’alloreattività dei
T linfociti del donatore nei riguardi dei tessuti del ricevente con un
rischio quindi più elevato di innescare la GvHD acuta (13-15, 26). In
realtà, i regimi MAC nascono nell’intento di ridurre il rischio di re-
cidiva leucemica post-trapianto e per questi motivi negli anni sono
stati disegnati regimi sempre più mieloablativi basati sulla total body
irradiation (TBI) variamente combinata con ciclofosfamide (CY),
etoposide e altri chemioterapici (7, 9, 27-31). Nell’esperienza di Seattle,
incrementi nelle dosi totali della TBI hanno ridotto la probabilità
di recidiva leucemica, ma non hanno aumentato la sopravvivenza a
causa di una maggiore NRM (28). Queste problematiche hanno ri-
stretto l’utilizzo di tali condizionamenti principalmente a pazienti
giovani e privi di comorbidità importanti. Una soluzione a queste

importanti limitazioni è arrivata dalla dimostrazione della ridotta
tossicità dei regimi RIC e N-MAC, decisamente più immunosop-
pressivi che mieloablativi (7,33). La comprensione dei meccanismi
biologici del trapianto allogenico ha insegnato che le stesse CSE e
i linfociti T alloreattivi dell’inoculo creano spazio nel midollo e nel
sistema immune residuo del ricevente contribuendo all’attecchi-
mento e all’eradicazione della malattia. Queste evidenze hanno con-
sentito di ridurre la tossicità legata ai condizionamenti e, con essa,
anche l’attivazione della GvHD lasciando aperta la speranza per
una dissociazione tra GvHD e effetto GvL (34). In effetti, anche con
programmi RIC/N-MAC i due maggiori obiettivi del trapianto, at-
tecchimento e effetto GvL, possono essere garantiti attraverso l’in-
fusione di CSE del sangue periferico che contengono un maggior
numero di cellule CD34+ e di T linfociti rispetto al solo midollo
osseo (35,36). Inoltre, in caso di chimerismo misto e/o persistenza della
malattia di base, è possibile spostare la bilancia immunologica a fa-
vore del donatore attraverso la successiva infusione di T linfociti del
donatore (donor lymphocyte infusion) (DLI) per favorire il chimeri-
smo completo e potenziare l’effetto GvL (37,38). Purtroppo, i tempi
per poter beneficiare dell’effetto alloimmune del trapianto dipen-
dono anche dal tipo di malattia e dalla fase di questa al momento
del trapianto. In pazienti con leucemia acuta è stata ampiamente

Figura 1 – Schema di trapianto allogenico
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confermata la significativa riduzione della NRM ma, allo stesso
tempo, è stata registrata un’aumentata incidenza di recidiva (38,39).
Queste osservazioni hanno portato a una progressiva intensifica-
zione della piattaforma dei regimi RIC/N-MAC con l’introduzione
di nuovi farmaci scelti sempre nell’ottica di un buon profilo di tol-
lerabilità ma con un maggiore effetto anti-leucemico. 
In realtà, tutte queste diverse terminologie non consentono di de-
finire, almeno sul piano clinico, l’intensità di un condizionamento
anche a causa dell’ampia eterogeneità degli stessi, delle notevoli dif-
ferenze nelle malattie trattate e in ultimo, la disomogenea strategia
per la prevenzione della GvHD(7,33,40). Un regime RIC è talvolta de-
finito sulla base del semplice dimezzamento delle dosi di agenti im-
piegati in un regime MAC. Un altro criterio alquanto semplice ma
riproducibile è quello basato sulla potenza mieloablativa misurata
attraverso la durata della citopenia e sulla necessità o meno di dover
infondere CSE per il recupero ematologico. I regimi MAC si basano
su più farmaci somministrati alle dosi massime tollerate, causano
prolungata citopenia e richiedono sempre il rescue con cellule sta-
minali pena una severa e protratta aplasia decisamente ad alto ri-
schio di mortalità per cause emorragiche e/o infettive. I regimi
N-MAC non causano citopenia severa e protratta e possono non
richiedere rescue con cellule staminali. I regimi RIC si posizionano
tra questi due gruppi e richiedono il supporto di CSE in quanto,
in caso di mancato attecchimento, il recupero autologo si verifiche-
rebbe solo dopo molte settimane lasciando il paziente a rischio ele-
vato di infezione (7,33,40). 

Condizionamento con radioterapia
La radioterapia, erogata principalmente come irradiazione totale
corporea total body irradiation (TBI), è stato il primo approccio te-
rapeutico utilizzato per i trapianti allogenici in pazienti con pato-
logie neoplastiche e viene ancora utilizzata per le sue eccellenti
proprietà immunosoppressive, per la sua attività antitumorale con-
tro un’ampia gamma di neoplasie anche chemio-resistenti e per la
capacità di penetrare nei santuari (sistema nervoso centrale e go-
nadi) delle cellule leucemiche. 
La TBI può essere somministrata in diverse modalità (dose singola,
frazionata o iperfrazionata) e con differenti dosaggi (da 2 a oltre 15
Gy) e differenti dose-rates. La dose singola è impiegata in programmi
in cui si richiede un potente effetto immuno-soppressivo, il frazio-
namento è preferito per una tossicità inferiore e un maggiore effetto
antineoplastico legato alle dosi più elevate erogate e alla conserva-
zione dei meccanismi di riparazione nelle cellule sane rispetto a
quelle neoplastiche (41-44). Anche la TBI si è evoluta nel tempo con
l’uso di nuovi sistemi di erogazione che permettono una definizione
molto accurata dei bersagli e una schermatura adeguata a limitare
la dose a carico di organi sensibili, in particolare il polmone spesso
destinato a ricevere dosi elevate gravate da un’alta incidenza di in-

terstiziopatia (42,44). Dosi elevate di TBI contribuiscono a ridurre la
probabilità di recidiva ma aumentano la tossicità polmonare e ga-
strointestinale, come pure le alterazioni nello sviluppo e nella cre-
scita, l’insufficienza polmonare cronica e l’insorgenza di seconde
neoplasie (46). Alla TBI si sono negli anni affiancate la total lymphoid
irradiation (TLI) e la total marrow irradiation (TMI) (47-49). La prima
con lo scopo di aumentare l’immuno-soppressione e la seconda la
mieloablazione; entrambe però con la finalità di non indurre tossi-
cità al di fuori delle aree raggiunte dalle radiazioni.
In generale i valori sono più alti nella TBI frazionata (da 12 a 15,75
Gy) rispetto a quella in dose singola (2-8 Gy). Uno studio del
gruppo di Seattle in pazienti con leucemia acuta mieloide in prima
remissione randomizzati a ricevere un dosaggio di 15,75 Gy si no-
tava una riduzione della percentuale di recidive rispetto a pazienti
che ricevevano 12 Gy. Tale vantaggio veniva contrastato dall’au-
mentata mortalità trapianto correlata con nessun miglioramento
della sopravvivenza globale (28). Studi di dose escalation hanno di-
mostrato che schemi di TBI con frazioni di 2 Gy x 2/die consen-
tivano dosi totali di 16 Gy. Per contro, per frazioni di 2 Gy x
3/die, la dose tollerata scendeva a 14,4 Gy, indicando che un in-
tervallo più breve tra le frazioni previene la riparazione nei tessuti
normali (41,42,44). La TBI può inoltre essere potenziata sul versante
anti-leucemico attraverso la somministrazione di dosi aggiuntive
(booster) su aree considerate santuari di malattia o interessate da
grosse masse tumorali (malattia bulky). 
Un recente studio del gruppo italiano di oncologia radiologica ha
valutato l’impatto di diverse modalità di erogazione della TBI in
pazienti sottoposti a trapianto allogenico per leucemia acuta in 11
centri distribuiti sul territorio nazionale (45). Nella maggioranza dei
casi (86,4%) la TBI è stata erogata in dose frazionata o iperfrazio-
nata, anche se con differenti dosi totali e frazioni (Tabella 1). Dallo
studio emerge il concetto che lo schema di TBI riflette la tipologia
di trapianto. La dose singola è stata somministrata a dosi variabili
da 7 a 8 Gy, prevalentemente nei trapianti aploidentici T depletati,
la frazionata e l’iperfrazionata nei trapianti compatibili, inclusi
quelli da donatore non correlato. L’analisi multivariata ha eviden-
ziato che la sopravvivenza globale dipende dal tipo di trapianto con
un vantaggio per quelli da famigliare identico (probabilmente per-
ché ricevono il trapianto nelle condizioni più favorevoli per dispo-
nibilità immediata del donatore) mentre la recidiva risente del tipo
di malattia (maggiore nella leucemia acuta linfoblastica), dell’as-
senza dell’effetto GvHD/GvL e della scheda di TBI (minore dopo
dose singola o iper-frazionata) (45). 
La TBI, con l’eccezione dello schema N-MAC di Seattle (2 Gy in
monoterapia), viene variamente combinata con farmaci ad attività
antitumorale e/o immunomodulante. Oltre alla ciclofosfamide, vari
agenti, come citarabina(50), etoposide(51), melfalan(52) e busulfano(53)

sono stati combinati con la TBI sia in dose singola che frazionata.

Regimi di condizionamento
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Nonostante l’estrema diversità dei vari schemi, mancano trial ran-
domizzati che indichino la superiorità di un regime rispetto ad un
altro. In malattie non neoplastiche, quali ad esempio l’anemia di
Fanconi, nelle quali è in genere privilegiato l’effetto immuno-sop-
pressivo ed è richiesto un minor rischio di NRM, l’irradiazione pre-
trapianto è stata somministrata a campi circoscritti (irradiazione
toraco-addominale) (54). 

Regimi MAC
Un regime MAC è storicamente quello disegnato sulla TBI ma negli
anni sono stati sviluppati regimi di condizionamento privi della TBI
con l’intento di offrire il trapianto anche a pazienti già sottoposti in
passato a radioterapia e a bambini/adolescenti maggiormente esposti
ai danni a lungo tempo della TBI (sterilità, difetto di crescita, se-
conde neoplasie, etc). La TBI è gravata da una tossicità acuta diretta
sul tessuto timico che si traduce in rallentato recupero immunitario
post-trapianto (55,56) e, come già accennato, dal maggior rischio di
indurre GvHD attraverso la creazione di un ambiente infiammatorio
per danno tessutale (13-15). L’età avanzata, la GvHD e i regimi MAC
basati sulla TBI alterano la funzione timica e interferiscono con la
rigenerazione timica delle cellule T naive che, in presenza di GvHD,
avviene dopo molti mesi con conseguente maggiore rischio di mor-
bidità/mortalità infettiva (56). 
La TBI è stata però per anni il cardine per i programmi di trapianto
basati sulla prevenzione della GvHD mediante deplezione dei T lin-
fociti dall’inoculo (57-59). In effetti, la T-deplezione ha evidenziato il
ruolo della bilancia immunologica nel trapianto e di conseguenza,
la necessità di adottare manovre di compenso per prevenire il rischio
di rigetto e di recidiva (60,61). Il rigetto di CSE allogeniche T-depletate
è mediato da precursori linfoidi T citotossici (CTLp) del ricevente
che, sopravvissuti al regime di condizionamento e non più contra-

stati dai T linfociti presenti in grande quantità in un inoculo non
manipolato, sono ancora in grado di indurre il rigetto su base im-
munologica (competizione immunologica) (62,63). Studi nel modello
murino hanno inoltre dimostrato che il rigetto del midollo T-deple-
tato dipende anche dalla competizione tra le cellule emopoietiche
del donatore e quelle del ricevente (competizione staminale) (64). In
animali sottoposti a trapianto di cellule midollari T-depletate, un
chimerismo donor-type è stato raggiunto in percentuale maggiore
negli animali condizionati con TBI e farmaci ad elevato potere mie-
loablativo, quali busulfano, dimetilmyleran (DMM) o tiotepa (TT)
rispetto a quelli preparati con la classica ciclofosfamide (64-66). Ne con-
segue che l’infusione di CSE sottoposte ad una profonda T-deple-
zione, deve avvenire solo dopo aver adeguatamente modificato il
regime di condizionamento. In effetti, condizionamenti convenzio-
nali, quali TBI+CY o busulfano+ciclofosfamide (BU/CY), non ga-
rantiscono l’eradicazione del sistema immune del ricevente né della
malattia leucemica residua. L’adozione di un condizionamento po-
tenziato sul versante immuno-mielo-ablativo ha consentito di supe-
rare il problema del rigetto e della recidiva leucemica in due studi
pilota condotti in USA (67) e in Italia (68). In entrambi i centri, la sola
T deplezione è stata in grado di prevenire la GvHD acuta e cronica
e, con essa, la tossicità del regime MAC che vedeva la combinazione
di alte dosi di TBI (14,40 Gy in 12 frazioni) con altri farmaci mielo-
tossici (CY, ATG e TT). Queste esperienze hanno anche evidenziato
il ruolo del siero anti-timocitario (ATG) nel regime di condiziona-
mento al trapianto di midollo osseo sottoposto a T deplezione ex
vivo. In effetti, per la sua lunga emivita, l’ATG esercita un addizio-
nale effetto immuno-soppressivo nei confronti dei linfociti T residui
del ricevente (azione anti-rigetto) e di quelli alloreattivi del donatore
(azione anti-GvHD) (69). Purtroppo l’ATG esercita anche un effetto
di T deplezione in vivo che compromette la ricostituzione immu-

Autologo
(n=128)

Famigliare
HLA-identico (n=192)

Aploidentico
(n=74)

Non consanguineo
(n=113) P value

Dose totale (Gy)
7-7,5-8 singola 
9,9 frazionata 
12-14,4 iperfrazionata
Non riportato

0
13
115

11
54
126
1

51
1
22

6
16
91

<0,000

Dose polmone (Gy)
3,8-7,5
8-9,81
9,82-13
Non riportato 

1
31
73
23

11
81
90
10

46
6
14
8

7
29
76
4

<0,000

Booster testicolo* 
SI
NO
Non riportato

23
13

33
42
2

7
17

24
39
3

0,056

*maschi con leucemia acuta linfoblastica 

Tabella 1 – Parametri TBI e tipo di trapianto (45).
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nologica post-attecchimento contribuendo ad aumentare il rischio
infettivo. Negli anni successivi, la T-deplezione basata su metodiche
immunofisiche è progressivamente uscita di scena da un lato per la
laboriosità della procedura e dall’altro per la comparsa sul mercato
di separatori cellulari in grado di selezionare le cellule CD34+ nel
sangue periferico e di infondere inoculi ricchi in cellule CD34+ (me-
gadose di staminali) e profondamente (4-5 log) T-depletati. La di-
mostrazione delle proprietà immunologiche delle cellule CD34+
selezionate dal sangue periferico (il cosiddetto effetto veto) (70,71) ha
indotto a modificare il regime di condizionamento sul versante im-
munosoppressivo partendo dall’ipotesi che l’attecchimento potesse
essere sostenuto dalla stessa megadose di CSE del sangue periferico
e la prevenzione della GvHD dalla profonda T deplezione, rendendo
non più indispensabile l’impiego dell’ATG per la prevenzione del
rigetto e della GvHD. Inoltre, eliminando l’ATG dal condiziona-
mento, si poteva ipotizzare una migliore ricostituzione immunolo-
gica per il mancato effetto di deplezione in vivo. Ancora una volta,
le premesse cliniche hanno portato a disegnare un regime di condi-
zionamento MAC senza ATG; e i risultati clinici non hanno dimo-
strato alcun impatto negativo su attecchimento e GvHD, ma una
significativa riduzione della morbidità e mortalità infettiva per la mi-
gliore ricostituzione immunologica (72). L’ATG rimane invece un far-
maco utile nella prevenzione della GvHD in trapianti T repleti anche
se c’è una certa discordanza tra i vari studi che in parte potrebbero
dipendere dalle differenti dosi e tipi di ATG usati nei vari centri (73-
75). Una meta-analisi di 7 studi clinici randomizzati conferma la ri-
duzione, nel braccio ATG, della GvHD acuta severa ma non della
NRM (73). Per contro, in un recente studio prospettico randomizzato
dell’EBMT nel trapianto non manipolato da donatore compatibile
famigliare o non consanguineo, l’ATG inserita nel condizionamento
ha ridotto la GvHD e la NRM e contribuito a migliorare la soprav-
vivenza globale (76). Una panoramica dei protocolli disegnati per il
trapianto è schematizzata nelle Tabelle 2 e 3. 

Dal MAC senza TBI al RIC/N-MAC
Il passaggio dalle cellule staminali emopoietiche midollari a quelle
mobilizzate nel sangue periferico e il concetto dell’effetto veto delle
CD34+ hanno rivoluzionato lo scenario trapiantologico degli ultimi
20 anni, consentendo di disegnare regimi a intensità variabile non
essendo più rilevante il problema del rigetto (77-86). Queste innova-
zioni biologiche non solo hanno ridimensionato il significato del re-
gime MAC in caso di T deplezione ma hanno anche consentito la
progressiva riduzione dell’intensità del condizionamento fino all’ado-
zione di regimi N-MAC e RIC, anche privi di TBI, sia nel trapianto
da donatore compatibile che in quello da donatore aploidentico (85-
89) in passato considerato ad alto rischio di rigetto anche dopo regimi
MAC includenti la TBI (79). 
Negli schemi di combinazione che potessero sostituire la TBI anche

in programmi di trapianto da donatore alternativo, i farmaci utiliz-
zati nei condizionamenti MAC sono cambiati anche se gli agenti al-
chilanti rimangono i farmaci cardine per il loro favorevole profilo di
tossicità (soprattutto midollare) e il loro effetto sulle cellule tumorali
in fase non replicativa. Lo schema BUCY4 (busulfano 16 mg/kg
dose totale e ciclofosfamide 200 mg/kg, poi ridotta a 120 mg/kg-
BUCY2) è stato il primo esempio di condizionamento alternativo
alla TBI+CY (90,91). La sostituzione del busulfano orale con la formu-
lazione endovenosa ha consentito di superare le note problematiche
di farmacodinamica/farmacocinetica PD/PK di quella orale con ri-
duzione della tossicità, in particolare epatica, quando associato alla
CY (7). Incoraggianti risultati sono emersi da studi, con casistiche li-
mitate, in cui il busulfano (16 mg/kg) veniva associato ad un altro
alchilante, il melfalan (140 mg/m2) (92,93). Negli anni sono state esplo-
rate altre combinazioni di busulfano e ciclofosfamide con tiotepa, o
etoposide (94,95). Un recente studio del CIBMTR ha dimostrato che
il passaggio dal busulfano orale a endovenoso nello schema BUCY
comporta una ridotta probabilità di recidiva e una sopravvivenza su-
periore a quanto ottenuto nella coorte di pazienti con leucemia acuta
mieloide condizionati con TBI/CY (96). Un contributo decisamente
importante nella ricerca di nuove aggregazioni di polichemioterapia
ad alta intensità mieloablativa ma bassa tossicità extra-ematologica
è stato offerto dalla dimostrazione che la fludarabina, un analogo
nucleosidico largamente impiegato nella terapia dei disordini linfo-
proliferativi cronici, possedeva marcata proprietà immunosoppres-
siva, effetto antineoplastico per inibizione dei meccanismi di
riparazione del DNA ma minima tossicità d’organo (97). Introdotta
con successo per la prima volta nel condizionamento al trapianto
aploidentico nel 1995 dal gruppo di Perugia al posto della storica
CY (79,80,98), la fludarabina è diventato il farmaco perno su cui basare
i più recenti protocolli di condizionamento, in particolare a ridotta
intensità (7). Lo schema Bu(iv)-fludarabina ha confermato un ulte-
riore miglioramento del profilo di tossicità in particolare nei pazienti
con leucemie mieloidi (99, 100), anche se, in un più recente studio ran-
domizzato su 126 pazienti con leucemia e sindrome mielodisplastica,
la combinazione BUCY è risultata migliore in termini di sopravvi-
venza (101). Il busulfano endovena è stato usato con dosi e schedule
di somministrazioni variabili di volta in volta adattate alla tipologia
di pazienti. Il gruppo di Marsiglia ha disegnato uno schema per pa-
zienti considerati non idonei per un trapianto MAC per età e ma-
lattie in fase avanzata. In questo schema il busulfano è stato
impiegato alla dose di 100 mg/m2 in singola dose giornaliera di 3
ore di infusione ripetuta per 4 giorni consecutivi ed è stato associato
a fludarabina e ATG (102). Il regime è risultato adeguatamente im-
muno-soppressivo dal momento che tutti 30 pazienti hanno rag-
giunto l’attecchimento completo. Non sono state segnalate tossicità
importanti e la NRM è stata del 13% ad 1 anno, simile a quanto ri-
portato dopo condizionamento con busulfano a dose piena con o
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Regimi di condizionamento RIC/NMA

Fludarabina

Ref TBI (Gy) Chemioterapia

Gyurkocza B et al,
JCO 2010 (131) 2 Fludarabina 90 mg/m2

Paplham P et al,
Leukemia Research
Reports 2014 (132) /

Fludarabina 125 mg/m2

Ciclofosfamide 2 gr/m2

Christopoulos P et al,
BMT 2013 (133) / Fludarabina 90-150 mg/m2

Tiotepa 15 mg/kg

Brammer JE et al, 
BBMT 2015 (47) 2 Fludarabina 90 mg/m2

Busulfano 3,2 mg/kg (EV)

Yerushalmi R et al,
BMT 2015 (111) / Fludarabina 150 mg/m2

Treosulfano 36-42 g/m2

Taussig DC et al, JCO
2003 (134) /

Fludarabina 125 mg/m2

Ciclofosfamide 2 gr/m2

Melfalan 140 mg/m2

Tauro S et al, JCO
2005 (135) /

Fludarabina 150 mg/m2

Melfalan 140 mg/m2

Alemtuzumab 100 mg

Bryant A et al, BMT
2014 (117) / Fludarabina 50-60 mg/m2

Melfalan 100-140 mg/m2

Giralt S et al,
Blood 1997 (35) /

Fludarabina 120 mg/m2

Citarabina/AraC 8 g/m2

+ Melfalan 140 mg/m2

o Idarubicina 36 mg/m2

Schmid C et al,
JCO 2005 (37) /

Fludarabine 120 mg/m2

Citarabina 8 g/m2

Amsacrina 400mg/m2

3 giorni di rest:
FLAMSA-RIC
TBI 4 Gy
ATG 30-60 mg/kg
Ciclofosfamide 80-120 mg/kg

Saure C et al, 
BBMT 2012 (136) /

Fludarabine 120 mg/m2

Citarabina 8 g/m2

Amsacrina 400mg/m2

2-3 giorni di rest: FLAMSA-MEL
ATG 30-60 mg/kg
Melfalan 100-200 mg/m2

Altri regimi

Lowsky R et al, 
NEJM 2005 (137)

Total LymphoidIrradiation 8Gy
ATG 7 mg/kg

Regimi di condizionamento MAC

TBI

Ref Dose
(Gy) Chemioterapia

Brochstein JA et al,
NEJM 1987 (27) 13,2 Ciclofosfamide 120 mg/kg

Riddell S et al, JCO 1988
(50) 12 Citarabina 36 g/m2 ± Ciclofosfa-

mide 60 mg/kg

Blume KG et al, Blood
1987 (51) 12-13,2 Etoposide 60 mg/kg

Jurado M et al, BBMT
2002 (128) 12 Busulfano 7 mg/kg

Bhatnagar B et al, Ann
Hematol 2014 (52) 12 Melfalan 100-110 mg/m2

Zecca M et al, JCO 1999
(129) 13,8 Ciclofosfamide 120 mg/kg 

Tiotepa 10 mg/kg

Jillella AP et al, BMT
1999 (130) 14 Ciclofosfamide 40-50 mg/kg

Citarabina 18 g/m2

Busulfano 

Ref. Chemioterapia

Ferry C et al,
Exp Hematol 2003 (31)

Busulfano16 mg/kg (PO)
Ciclofosfamide 120 mg/kg 

Rambaldi A et al,
Lancet Oncol 2015 (32)

Busulfano 12,8 mg/kg (EV)
Fludarabina 160 mg/m2

Vey N et al, BMT 1996 (93) Busulfano 16 mg/kg (PO)
Melfalan 140 mg/m2

Tabella 2 – Regimi di condizionamento MAC e RIC/NMA - Donatore compatibile.



35

Regimi di condizionamento

Regimi di condizionamento MAC trapianto aploidentico

TBI
Ref Tipologia di Trapianto Dose (Gy) Chemioterapia

Aversa et al, JCO 1999 (68) T-depleto
(SBA/E-rosette) 14.4

Ciclofosfamide 100 mg/kg
Tiotepa 10 mg/kg 
ATG 25 mg/kg

Terenzi A et al, Transplant Proc 1996 (98) T-depleto 
(SBA/E-rosette) 12

Fludarabina 200 mg/m2

Tiotepa 10 mg/kg
ATG 6-10 mg/kg
Timoglobuline o 20-25 mg/kg Fresenius

Handgretinger et al, BMT 2001 (138) T-depleto
(selezione positiva CD34+) 12

Ciclofosfamide 120 mg/kg
Tiotepa 10 mg/kg
ATG 30 mg/kg

Mehta et al, BMT 2004 (139) T-depleto
(anti-CD3 T10B9 o OKT3) 14.4

Ciclofosfamide 100 mg/kg
Etoposide 20 mg/kg
Citarabina 12 g/m2

±ATG 30 mg/kg

Di Ianni et al, Blood 2011 (140) T-depleto
(selezione positiva CD34+/Tregs/T cons) 8

Fludarabina 200 mg/m2

Ciclofosfamide 70 mg/kg
Tiotepa 8 mg/kg 

Tabella 3 – Regimi di condizionamento MAC trapianto aploidentico.

Regimi di condizionamento RIC

Fludarabina

Ref Tipologia di Trapianto Dose TBI (Gy) Chemioterapia

Rizzieri et al, 
JCO 2007 (142) T-repleto /

Fludarabine 120 mg/m2

Ciclofosfamide 2 g/m2

Alemtuzumab 100 mg 

Kanda et al, Transpl 2005 (143) T-repleto ±
Fludarabina 180 mg/kg
Busulfano 16 mg/kg (PO)
Alemtuzumab 1,2 mg/kg 

Luznik et al, BBMT 2008 (144) T repleto
(CYpost-HSCT 50 mg/kg gg +3,+4) 2 Fludarabina 150 mg/m2

Ciclofosfamide 29/kg

Ogawa et al, BBMT 2006 (145) T-repleto /
Fludarabina 150 mg/m2

Busulfano 8 mg/kg (PO)
ATG 8 mg/kg

Handgretinger et al,
Ann N Y Acad Sci 2007 (146)

T-depleto
(deplezione CD3+/CD19+) /

Fludarabina 140 mg/m2

Tiotepa 10 mg/kg
Melfalan 140 mg/m2

OKT3 100 mg

Busulfano/Treosulfano

Ref Tipologia di Trapianto Chemioterapia

Raiola et al,
Biol Blood Marrow Transplant 2013 (127) T-repleto

Busulfano 9,6 mg/kg
Tiotepa 10 mg/kg
Fludarabina 150 mg/m2

Huang X et al, BBMT 2009 (141) T-repleto

Busulfano 36 mg/kg (PO)
Citosine Arabinoside 8 g/m2

Ciclofosfamide 3,6 g/m2

Semustina (Me-CCNU) 250 mg/m2 (PO)
ATG 10 mg/kg

Handretinger et al, BMT 2001 (138) T-depleto
(selezione positiva CD34+)

Busulfano 16.20 mg/kg PO
Ciclofosfamide 200 mg/kg
Tiotepa 10 mg/kg
ATG 60 mg/kg

Prezioso et al, Blood 2013 [abstract] (116) T-depleto
(deplezione TCR alfa-beta/CD19)

Treosulfano 36 g/m2

Tiotepa 10 mg/kg
Fludarabina 150 mg/m2

ATG 6 mg/kg



36

anche senza ATG (dosi mieloablative di busulfano i.v. di 12,8
mg/kg). Per l’ottimo profilo di tollerabilità e l’effetto sinergico anti-
neoplastico, busulfano e fludarabina sono stati variamente associati
ad altri farmaci con potente effetto mieloablativo ma ridotta tossicità
quali tiotepa e treosulfano. Il tiotepa ha la più lunga e vasta espe-
rienza essendo stato introdotto nel condizionamento al trapianto
verso la fine degli anni 1980 per potenziare l’effetto antineoplastico
nel trapianto T depletato (103-105). Il tiotepa si presta a incrementi di
dosi (da 7 a 15 mg/kg) senza un aumento importante della tossicità
extra-ematologica, penetra nel sistema nervoso centrale e può essere
combinato con altri alchilanti oltre che con la TBI. Nonostante l’as-
sociazione con la TBI, il TT alla dose di 10 mg/kg è stato general-
mente ben tollerato senza un aumentato rischio di mucositi severe
e/o di VOD epatica sia in trapianti compatibili che aploidentici (80,83).
In considerazione del potenziale effetto radio-sensibilizzante del TT,
il farmaco è in genere utilizzato dopo la TBI (66). Il treosulfano è ef-
ficace contro diversi tipi di cellule maligne, unisce proprietà im-
muno- e mielo-ablative ed ha una limitata tossicità (106-109). La sua
associazione con la fludarabina configura un regime intermedio tra
un RIC e un N-MAC per il rapido e completo attecchimento, una
valida attività antitumorale e un profilo di tossicità favorevole (110-
113). Lo schema TBF (tiotepa, busulfano, fludarabina) è oggi impie-
gato in molti centri sia in programmi di trapianto compatibile che
aploidentico (114,115). Una variante che comprende l’associazione treo-
sulfano, tiotepa, fludarabina e ATG si è rivelata efficace in termini
di immuno-soppressione, mielo-ablazione e tollerabilità anche in
soggetti adulti e anziani riceventi un trapianto aploidentico dopo T
deplezione delle sole sottopopolazioni alfa/beta T linfoidi e di B lin-
fociti CD19+ (116). Altro partner della fludarabina è il melphalan che,
in virtù di un effetto sinergico, ha consentito di ottenere incorag-
gianti risultati in pazienti con leucemia acuta o mielodisplasia ma
senza un reale impatto sulla sopravvivenza globale (117, 118). Una re-
cente meta-analisi ha esplorato l’impatto dei regimi RIC e MAC nel
trapianto allogenico per emopatie maligne. Dalla ricerca bibliogra-
fica sono emersi 1.776 records e 29 studi per un totale di 6.235 pa-
zienti (119). I regimi RIC si associano a minore incidenza di GvHD
acuta di grado >II e NRM ma, a fronte di un’aumentata probabilità
di recidiva, la sopravvivenza libera da malattia è inferiore. Un van-
taggio del RIC in termini di sopravvivenza globale si vede solo ad 1
anno mentre a 2 anni non emerge alcuna differenza. Altre compli-
canze quali GvHD cronica e numero di riattivazioni del citomega-
lovirus non mostrano differenze in incidenza e severità tra i due
regimi. Uno studio retrospettivo dell’EBMT (120) ha valutato l’im-
patto di due diversi regimi di condizionamento mieloablativi al tra-
pianto da fratello identico o da non consanguineo in pazienti con
leucemia acuta in fase di prima remissione.  La popolazione inclu-
deva 121 pazienti nel braccio TT-based e 358 in quello TBI-based.
Ad una mediana di 44 mesi, non è stata osservata una differenza tra

i due gruppi in termini di GvHD acuta grado II-IV, di GvHD cro-
nica, di NRM (23,9% vs 22,4%), di recidiva (17,2% vs 23,3%) né
di sopravvivenza globale a 2 anni (61,4% vs. 58%). Nella Tabella 4
sono riportati i più recenti protocolli di condizionamento diversifi-
cati per intensità immuno- e/o mielo-ablativa. Un problema ancora
evidente dopo un condizionamento a ridotta intensità è il rischio di
recidiva anche se l’effetto GvL dipende dal tipo e dalla fase di ma-
lattia. In 834 pazienti consecutivi condizionati con un regime a mi-
nima tossicità (2 Gy TBI isolata o associata a fludarabina), la
probabilità di recidiva è risultata bassa solo in pazienti con patologie
linfoproliferative (leucemia linfatica cronica, leucemia acuta linfo-
blastica, linfoma non Hodgkin e mieloma multiplo) in fasi non
avanzate di malattia (121). 

Conclusioni 
La comprensione dei meccanismi biologici del trapianto, la dispo-
nibilità di nuovi farmaci o di nuove formulazioni di vecchi farmaci
e il continuo progredire delle procedure di trapianto hanno modifi-
cato radicalmente lo scenario del trapianto allogenico ma, allo stesso
tempo, hanno confermato che non esiste una reale superiorità del
singolo regime di condizionamento quando non si prenda in consi-
derazione l’intera procedura trapiantologica. 
Una conferma di queste affermazioni può ritrovarsi nell’esperienza
del trapianto aploidentico ritenuto, da sempre, quello gravato dalla
più elevata mortalità trapiantologica per rigetto, GvHD e infezioni.
In realtà, il regime di condizionamento che aveva un ruolo determi-
nante nel trapianto aploidentico nel favorire l’attecchimento di CSE
sottoposte a T deplezione ex vivo, ha visto ridimensionarsi il suo
ruolo da quando sono state introdotte nuove modalità di selezione
delle CSE periferiche T depletate (20,21,83,116,122-124) e l’impiego della
CY post-trapianto nei trapianti T repleti per la prevenzione della
GvHD (125-127). La vasta esperienza maturata con questa tipologia di
trapianto ha confermato che un’efficace prevenzione della GvHD
contribuisce a ridurre la NRM del trapianto aploidentico indipen-
dentemente dall’intensità del condizionamento. Per contro, i diversi
condizionamenti possono influenzare la probabilità di recidiva. Un
condizionamento mieloablativo MAC/RIC in assenza di GvHD
può offrire maggiore garanzia di eradicazione della malattia neopla-
stica rispetto a un N-MAC soprattutto quando il trapianto è eseguito
in pazienti con leucemia acuta ad alto rischio di recidiva. 
I programmi trapianto basati su regimi a tossicità ridotta e l’utilizzo
di diversi tipi di donatori hanno consentito di estendere l’opzione
trapianto a un numero sempre crescente di pazienti compresi quelli
di età superiore a 70 anni e con comorbidità. L’ottimizzazione delle
procedure pre- e peri-trapianto unitamente all’adozione di nuove te-
rapie di mantenimento post-attecchimento potrebbero offrire questa
tipologia di trapianto anche a pazienti più giovani con la finalità di
migliorare ulteriormente la loro qualità di vita. 
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Regimi di condizionamento

Tabella 4 – Protocolli di condizionamento diversificati per intensità immuno e/o mieloablativa.
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Introduzione
La malattia del trapianto verso l’ospite (Acute graft versus host disease,
aGvHD) è una malattia immunologica complessa che si manifesta
in pazienti che ricevono un trapianto allogenico di cellule staminali
(HSCT). Per il manifestarsi della aGvHD è necessaria la presenza
di 3 condizioni concomitanti: 
• le cellule ricevute dal donatore devono essere immunocompetenti; 
• il ricevente deve esprimere degli antigeni tissutali che non siano
presenti nel donatore; 

• il ricevente non deve essere in grado di mettere in atto una risposta
immunologica in grado di distruggere le cellule trapiantate (1,2); 

La aGvHD sembrerebbe svilupparsi in 3 tappe distinte (1):
• il danno tissutale nell’ospite dovuto al trattamento chemio e/o
radioterapico con conseguente rilascio di citochine proinfiam-
matorie quali il TNF e l’IFNg (2);

• la fase di attivazione durante la quale le cellule T alloreattive del
donatore vengono attivate dagli antigeni dell’ospite, presentati
dalle cellule presentanti l’antigene (APC);

• la fase con proliferazione cellulare, secrezione di citochine, for-
mazione di cellule T citotossiche (CTL) e danno tissutale. Questa
serie di eventi è chiamata il modello Ferrara (2), che ha messo in
luce la complessità di tale malattia e quindi la grave difficoltà di
approntare un trattamento efficace. 

Classificazione
La prima vera classificazione della aGvHD venne proposta da
Glucksberg et al nel 1974 (3) e indentificava 5 categorie (grades 0, I,
II, III, IV), sulla base delle manifestazioni (stages) a carico della cute,
del fegato e dell’intestino (eritema cutaneo, valori della bilirubina
nel siero e volume della diarrea) associate alla valutazione dello stato
clinico del paziente; la somma degli staging dei singoli organi da un
grado da 0 a IV. I criteri elaborati da Glucksberg sono stati ampia-
mente utilizzati per circa trenta anni dimostrando anche una buona
correlazione con la mortalità legata al trapianto (TRM). In una ana-
lisi comprendente 4.174 trapianti allogenici da fratello HLA iden-

tico in pazienti affetti da leucemia mieloide cronica (LMC) in prima
fase cronica si era infatti osservato che la sopravvivenza a breve e lungo
termine era profondamente influenzata dalla severità della aGvHD,
secondo i criteri proposti da Glucksberg (4).
In seguito l’International Bone Marrow Transplant Registry (IBMTR)
ha disegnato un nuovo sistema di stadiazione, sulla base di valutazioni
eseguite su un grande numero di pazienti sottoposti a trapianto di
midollo da donatore HLA identico(5), conosciuto come indice di se-
verità dell’IBMTR. I pazienti vengono classificati in cinque categorie
(0, A, B, C, D) sulla base delle differenze per quanto riguarda la TRM
con un livello di significatività dello 0,05. L’indice dell’IBMTR mo-
stra una buona correlazione con i differenti esiti, tuttavia i classici cri-
teri sono ancora utilizzati in molti Centri. Recentemente abbiamo
dimostrato che i pazienti con aGvHD di grado II possono essere ul-
teriormente stratificati sulla base della loro conta piastrinica al giorno
+50, in grado II-a (Plt> 50x109/l) e II-b (Plt<= 50x109/l), con una
TRM significativamente più elevata nei pazienti del gruppo IIb (6). 
Quindi, nonostante le diverse limitazioni esistenti e i problemi di dia-
gnosi differenziale, la aGvHD può essere classificata in vari gradi di
severità che correlano con la TRM. 

Trattamento di prima linea
Nonostante la scoperta di molti nuovi farmaci immunosopressori e
di molti anticorpi monoclonali il trattamento cardine della aGvHD
rimane ancora quello basato sui corticosteroidi. Un ampio studio
sulla terapia di prima linea condotto su 443 pazienti ai quali era stato
somministrato prednisone 60 mg/m2 per 14 giorni seguito da una
riduzione di dose nelle 8 settimane successive aveva mostrato un
complessivo miglioramento nel 55% dei pazienti e una completa e
duratura (≥28 giorni) risposta nel 35%(7). La sopravvivenza a 1 anno
dall’inizio era del 53%: i fattori che predisponevano ad una soprav-
vivenza migliore erano la giovane età, l’avere un fratello HLA iden-
tico come donatore e aver ricevuto una profilassi per la aGvHD
differente dalla deplezione ex vivo delle cellule T (7). Lo studio sug-
gerisce che il trattamento con gli steroidi sia un efficace, ma non
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ottimale trattamento per la aGvHD specialmente nei pazienti con
aGvHD di grado severo, e ribadisce la necessità di uno schema più
efficace di profilassi nei trapianti da donatore non familiare o non
HLA-identico (7). Purtroppo non ci sono evidenze che uno schema
di terapia di prima linea più aggressivo sia più vantaggioso: il
Gruppo Italiano Trapianti Midollo Osseo (GITMO) ha infatti di-
mostrato che il trattamento in prima linea con 2mg/kg/die o 10
mg/kg/die di metilprednisolone ha ottenuto risultati equivalenti in
termini di percentuali di risposta, mortalità correlate al trapianto e
sopravvivenza (8).
Uno studio randomizzato che paragonava il trattamento con
ATG+steroidi verso solo steroidi è giunto alla stessa conclusione (9)

Un recente studio del CIBMTR ha confrontato gli steroidi con 4
diversi agenti: micofenolato (MMF), etanercept, denileukin, e pen-
tostatina (10). La combinazione migliore in termini di risposta, so-
pravvivenza e bassa incidenza di complicanze infettive si è dimostrata
steroidi +micofenolato (10). Lo studio successivo ha quindi confron-
tato steroidi+ micofenolato (n=116) verso solo steroidi (n=119) (11):
la percentuale di successo (vivi al giorno +56 dall’inizio della terapia,
senza GvHD acuta o cronica) era del 57% nel gruppo MMF vs 50%
nel gruppo placebo; la sopravvivenza ad un anno è stata del 57%
per MMF e del 64% per solo steroidi. La conclusione di questo im-
portante studio randomizzato è la seguente: l’aggiunta di MMF non
migliora la sopravvivenza libera da GvHD rispetto a soli steroidi (11).
Quindi, il trattamento di prima linea della GvHD resta Mpred 2
mg/kg/die per 5 giorni: se il paziente risponde si può ridurre la dose.
Un sondaggio dell’IBMTR conferma che un trattamento di 5 giorni
è sufficiente per identificare una aGvHD refrattaria (12). I pazienti
non responsivi sono eleggibili ad un trattamento di seconda linea. 

Trattamento di seconda linea
Le timoglobuline (ATG) sono una delle opzioni terapeutiche per i
pazienti con refrattarietà al trattamento con steroidi e ci sono risultati
incoraggianti provenienti da studi di fase II (13,14). Tuttavia, in un re-
cente studio prospettico randomizzato il GITMO non è riuscito a
confermare l’efficacia della terapia con ATG come seconda linea nei
pazienti con aGvHD refrattaria agli steroidi (15): a un mese dalla ran-
domizzazione il 26 % dei pazienti mostrava una risposta completa,
il 25% una risposta parziale, il 33% una GvHD stabile, il 10% un
peggioramento e l’8% era deceduto. Non vi era nessuna differenza
significativa in termini di risposta, TRM e sopravvivenza tra il
gruppo che aveva ricevuto ATG+steroidi, rispetto al gruppo che
aveva ricevuto solo steroidi (15). La curva attuariale a cinque anni mo-
strava un 36% e un 34% di sopravvivenza rispettivamente per i con-
trolli e per i pazienti trattati con ATG. 
Sebbene dunque l’ATG possa indurre una risposta significativa nei
pazienti con aGvHD la sopravvivenza non si modifica se paragonata
a quella dei pazienti che non ricevono ATG, e questo è dovuto al

fatto che la risposta clinica della aGvHD non implica un aumento
della sopravvivenza e che anche i responsivi possono morire di infe-
zioni o di altre complicanze, come suggerito da una esauriente revi-
sione della letteratura (16). 
Altri anticorpi monoclonali contro il recettore dell’interleuchina 2
come denileukin difitox (ontac), inolinomab (leukotac), basiliximab
(simulect), daclizumab (zenapax), hanno mostrato una certa efficacia
nel trattamento della aGvHD resistente allo steroide (16), sebbene
non abbiano ridotto la TRM. Tutto questo è dovuto al fatto che le
infezioni rimangono un serio problema anche quando gli anticorpi
vengono usati come prima scelta. Risultati simili sono stati ottenuti
con anticorpi monoclonalli anti-CD-147 (17).
Infine dobbiamo considerare il TNF, una importante citochina in-
fiammatoria implicata nella aGvHD, i cui livelli possono essere ri-
dotti dagli steroidi, la pentossifillina, il transforming growth factor
beta (TGFB) e la IL4. Anticorpi contro il TNF (infliximab) o contro
il suo recettore (etanercept) sono stati sviluppati e utilizzati nel trat-
tamento della aGvHD sia in prima che in seconda linea(18). Uno stu-
dio recente condotto dal gruppo di Ferrara (18) ha ottenuto risultati
promettenti nell’utilizzo di etanercept in prima linea insieme agli
steroidi: va però detto che etanercept, nello studio prospettico ran-
domizzato in prima linea (10), è risultato inferiore a MMF, e questo
a sua volta non è risultato superiore a solo steroidi. Non a caso le
line guida dell’EBMT (19) per la terapia di seconda linea della
aGvHD steroide-refrattaria, riportano: è possibile aggiungere altri
agenti agli steroidi come seconda linea, ma non c’è nessuna evidenza
che questo porti ad un vantaggio. 
Alcuni articoli recentemente riportano i risultati dell’uso della fo-
toaferesi (ECP) per il trattamento della aGvHD: tale procedura è
invasiva, richiede una squadra di specialisti dedicata e le risposte si
possono registrare non prima di 12 settimane, richiedendo quindi
una lunga terapia di supporto (20). Tuttavia, visti gli scarsi risultati che
otteniamo attualmente con la terapia di seconda linea, aspettare 12
settimane per ottenere una risposta non sembra il problema mag-
giore. Greinix et al. (21) riportano una percentuale di risposta com-
pleta nell’82% dei pazienti con aGvHD severa trattata con ECP e
steroidi. È stato attivato anche uno studio randomizzato che compari
prednisone+ ECP vs prednisone da solo. 

Cellule staminali mesenchimali
Fino a qualche anno fa c’è stato un grande interesse nell’uso delle
MSC per il trattamento della aGvHD: uno studio del gruppo coo-
perativo delle EBMT ha pubblicato i risultati in 50 pazienti affetti
da aGvHD steroido-resistente (22). Il tasso di risposta globale era il
54% e la sopravvivenza il 38%. Comunque 2 grandi studi rando-
mizzati che hanno paragonato cellule staminali mesechimali (MSC)
+steroidi vs steroidi da soli in prima e seconda linea hanno fallito
nel raggiungimento dell’obiettivo primario cioè l’aumento della so-
pravvivenza (23).
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Lo sponsor dei trial annunciava in data 8 settembre 2008 che il trat-
tamento della aGvHD con MSC non era più efficace del placebo
con gravi conseguenze sulla ricerca associata.

Prevenzione
Visti i risultati così scadenti della terapia di prima linea, e soprat-
tutto di seconda linea della aGvHD, per non parlare dell’insuc-
cesso terapeutico per la forma cronica, viene spontaneo
domandarsi se non possiamo fare di più nella prevenzione. Due
studi randomizzati usciti da pochi mesi confermano che l’utilizzo
di ATG nel condizionamento è in grado di ridurre la aGvHD e in
modo molto significativo la GvHD cronica (24,25), senza compro-
mettere l’efficacia antileucemica, e quindi lasciando la sopravvi-
venza inalterata. Uno studio è stato condotto in trapianti da fratello
HLA identico, utilizzando un condizionamento mieloablativo e
cellule da sangue periferico (PB) come sorgente (24), mentre il se-
condo è stato condotto in trapianti da donatore non consanguineo
utilizzando sia PB che midollo come sorgente (25). Quindi con sor-
genti diverse, con donatori diversi, ATG è in grado di prevenire la
aGvHD, e dovrebbe essere utilizzato in tutti i trapianti allogenici.
Ultima novità nel campo della profilassi è l’utilizzo di ciclofosfa-
mide post-trapianto ad alte dosi, in grado di prevenire in modo
assai convincente sia la aGvHD che quella cronica, in trapianti da

donatore familiare aploidentico (26), ma è in fase di valutazione
anche per trapianti da donatore non consanguineo e HLA iden-
tico.

Conclusioni 
Il trattamento di prima linea della aGvHD con metilprednisolone
2 mg/kg/die, è efficace in circa il 50% dei pazienti, ma produce una
risposta duratura solo in 1/3 dei pazienti. La aGvHD refrattaria agli
steroidi o la aGvHD steroide-dipendente (27), viene trattata con una
seconda linea terapeutica basata sull’associazione di più agenti im-
munosoppressivi: tale strategia terapeutica risulta tuttavia molto in-
soddisfacente poiché produce una sopravvivenza ad un anno di circa
il 30% nella maggior parte degli studi. È necessario dunque esplorare
nuove strategie tra le quali l’infusione di  MSC espanse e nuovi far-
maci: uno di questi è attualmente in fase di sperimentazione, ovvero
un anticorpo anti-CD26, che ha come target la modulazione del
traffico linfocitario ai tessuti bersaglio, e non la lisi dei linfociti stessi.
Vedremo se in uno studio prospettico multinazionale, placebo con-
trollato, l’anticorpo anti-CD26 risulterà vantaggioso in termini di
risposta e mortalità da trapianto, rispetto al controllo. Infine non di-
mentichiamo la prevenzione, come dimostrato dai due recenti studi
randomizzati, uno dei quali fortemente voluto dall’attuale presidente
del GITMO.

Profilassi e terapia della GvHD acuta
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Introduzione
La recidiva di malattia dopo trapianto allogenico è un problema cli-
nico molto rilevante se consideriamo che può interessare dal 25 al
50% dei pazienti sottoposti a trapianto allogenico di cellule staminali
emopoietiche. La frequenza di recidiva può arrivare al 30% nelle
leucemie mieloidi acute (LMA) e al 40% nelle leucemie linfoblasti-
che acute (LLA). Nel mieloma multiplo (MM), nella malattia di
Hodgkin e nel linfoma non Hodgkin diffuso a grandi cellule (LNH
DLBCL) tale probabilità è anche superiore, dovuta allo stadio avan-
zato di malattia a cui generalmente questi pazienti arrivano prima
di essere candidati al trapianto allogenico. La probabilità di recidiva
post-trapianto può variare notevolmente secondo diversi fattori di
rischio, quali l’età del paziente, il tipo di malattia, lo stadio clinico
al trapianto, il tipo di donatore, la sorgente di cellule staminali e l’in-
tensità del regime di condizionamento. Se da una parte lo sviluppo
di regimi di condizionamento ad intensità ridotta, riducendo la mor-
talità da trattamento (1), ha notevolmente ampliato la possibilità di
offrire un trapianto allogenico anche a pazienti di età fino a 70 anni,
dall’altra questi condizionamenti si caratterizzano per una minor at-
tività antineoplastica. La ridotta attività antineoplastica di un con-
dizionamento ad intensità ridotta può essere ulteriormente aggravata
dall’impiego di strategie anti-rigetto, quali la deplezione in vivo di
linfociti T, basata sull’uso di anticorpi policlonali o monoclonali, che
possono eliminare l’importante effetto antineoplastico dei linfociti
T del donatore. Per esempio, nei pazienti affetti da LMA e sindromi
mielodisplastiche (SMD), la recidiva occorre più frequentemente tra
coloro che hanno ricevuto trapianti impoveriti di cellule T raggiun-
gendo una frequenza circa del 30 -50% (2). La tabella 1 riassume i
principali fattori di rischio noti per la recidiva post-trapianto. 
Complessivamente, a fronte di una significativa riduzione della mor-
talità trapiantologica, non è corrisposta una similare significativa ri-
duzione del rischio di recidiva della malattia, che rimane la causa
più comune di fallimento del trapianto. 
Da un punto di vista fisiopatologico, la recidiva di malattia dopo
trapianto allogenico dipende dal mancato controllo immunologico

sulla malattia residua Graft versus Leukemia (GvL), da parte del si-
stema immunitario del donatore. Ne consegue che l’applicazione di
strategie di intervento con farmaci e cellule quando la malattia per-
siste dopo il trapianto in quantità minima rappresenta il mezzo po-
tenzialmente più efficace e utile di prevenzione di una franca e poco
controllabile recidiva ematologica di malattia. In quest’ottica, le
nuove tecnologie, basate sulla citometria a flusso, o sulla genetica
molecolare, possono rivelarsi di grande aiuto consentendo di iden-
tificare precocemente la presenza di malattia minima e permettono
una più accurata previsione dell’imminente recidiva nonché una mi-
gliore impostazione di una strategia terapeutica. Al miglioramento
delle tecniche diagnostiche oggi si aggiunge anche la disponibilità
di terapie innovative, tumore-specifiche, che hanno la potenzialità
di eliminare la malattia minima residua e quindi di ridurre il rischio
di recidiva post-trapianto. Per questi motivi, riconoscendo la reci-
diva come uno dei grandi problemi irrisolti del trapianto, nel 2009
il National Cancer Institute ha lanciato uno sforzo scientifico inter-
nazionale per studiare la biologia, la prevenzione e il trattamento
delle recidive dopo alloHSCT (3).
In quest’articolo passeremo brevemente in rassegna gli approcci più
recenti, basati su farmaci e terapie cellulari, per prevenire la recidiva
della malattia dopo trapianto allogenico (Tabella 2).

Profilassi e terapia
della recidiva post-trapianto
Federico Lussana, Orietta Spinelli, Paola Stefanoni, Manuela Tosi,
Roberta Cavagna, Maria Guinea Montalvo, Alessandro Rambaldi
Hematology and Bone Marrow Transplant Unit, Azienda Ospedaliera Papa Giovanni XXIII, Bergamo, Italy

Pre-trapianto Peri-trapianto Post-trapianto

Tipo di malattia Deplezione T linfocitaria Tipo di profilassi
per GvHD

Stadio di malattia Intensità del regime
di condizionamento Assenza di GvHD

Caratteristiche 
genetiche e molecolari
della malattia

Sorgente di CSE e
grado di compatibilità

Tabella 1 – Fattori di rischio per la recidiva di malattia prima e dopo trapianto allogenico.
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Profilassi con DLI
L’uso profilattico di infusioni di linfociti del donatore (DLI) per pre-
venire la recidiva post-trapianto è stato impiegato nei pazienti con
linfoma non Hodgkin (LNH) a basso grado, soprattutto nel conte-
sto di trapianti a intensità ridotta di condizionamento. In 82 pazienti
consecutivi, affetti da LNH follicolare, sottoposti a trapianto allo-
genico da donatori familiari o non familiari, HLA identici o non
completamente identici, condizionati con fludarabina, melphalan e
alemtuzumab, una terapia profilattica con DLI veniva utilizzata per

correggere un chimerismo misto dopo i primi 6 mesi dal trapianto.
Quest’approccio è risultato tollerato con una modesta incidenza di
graft versus host disease (GvHD) e non relapse mortalilty (NRM) (4). 
Nei pazienti affetti da LMA refrattaria o recidivata risultati promet-
tenti sono stati riportati utilizzando una strategia di trattamento se-
quenziale. Dopo una chemioterapia che induceva aplasia composta
da fludarabina, citarabina, e amsacrina (FLAMSA) e tre giorni di ri-
poso veniva eseguito un trapianto a intensità ridotta di condiziona-
mento con 4 Gy d’irradiazione total-body (TBI), globulina
antilinfocitaria (Grafalon, Neovi) e ciclofosfamide (dosaggio da 80

Patologia

Terapia cellulare

Nuovi farmaci

DLI non manipolate LMA/LNH Effetto GvL Pratica clinica GvHD

LMA Effetto GvL In corso GvHD?Cellule NK

LMC/LLA Ph+ Sinergia nell’attività
anti-tumorale

Pratica clinica GvHDDLI e TKls

LMC/LLA Ph+ Attività anti-tumorale Pratica clinica Cute,
cardiovascolare,

versamento pleurico

TKls

SMD/MM Immunomodulazione
e attività antitumorale

Fase II GvHDLenalidomide

LLA dei precursori B Immunoterapia
antiCD19+

Da valutare Tossicità neurologicaBlinatumomab

MM Attività anti-mieloma Fase II Neuropatia perifericaBortezomib

SMD Aumenta attività GvL;
riduce il rischio di GvHD;
effetto citotossico diretto

In corso GvHD?DLI e 5-Aza

Combinazione
di terapia cellulare
e nuovi farmaci

Meccanismo di azione Fase di sviluppo Principali limiti

SMD Effetto citotossico
e induzione di tolleranza

immunologica

Fase II Nessuna5-Aza

Tabella 2  – Strategie di prevenzione della recidiva dopo trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche.
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a 120 mg/kg). Dopo il trapianto, in assenza di manifestazioni signi-
ficative di GvHD, veniva iniziata precocemente una profilassi con
DLI (al giorno +120 dal trapianto, oppure 30 giorni dopo l’inter-
ruzione della terapia immunosoppressiva). La dose di linfociti variava
da 1 a 5x106 cellule CD3+ /kg di peso corporeo del ricevente e po-
teva essere ripetuta fino a tre volte ad intervalli di 4-6 settimane.
Con questo programma di trattamento, in una coorte di pazienti
affetti da LMA ad alto rischio, gli autori hanno riportato una so-
pravvivenza globale e libera da malattia a 2 anni del 42% e del 40%,
rispettivamente (5). Un successivo studio di fase II in pazienti con
LMA ad alto rischio citogenetico o con malattia refrattaria ha con-
fermato i risultati interessanti sopra riportati, documentando una
sopravvivenza a 4 anni dal trapianto allogenico del 61%(6). Risultati
simili sono stati ottenuti utilizzando il busulfano al posto della TBI
in trapianti a intensità ridotta di condizionamento sempre dopo
FLAMSA (7). Ad oggi è difficile ipotizzare se questi risultati incorag-
gianti in pazienti ad alto rischio di recidiva dopo il trapianto possano
essere spiegati principalmente dal corso intensivo di chemioterapia
con l’obiettivo di ridurre la quantità di malattia prima del trapianto,
o piuttosto dal rafforzamento dell’effetto immunologico del tra-
pianto contro la leucemia (GvL) indotto dall’utilizzo precoce della
terapia adottiva con linfociti. A tale riguardo, saranno necessari suc-

cessivi studi per meglio definire l’equilibrio ottimale tra i meccanismi
di attività antileucemica e di riduzione degli effetti tossici dannosi
della chemioterapia e dei linfociti stessi. In ambito pediatrico è stata
realizzata un’esperienza simile sempre nelle LMA, confermando che
l’immunoterapia preventiva può migliorare il risultato anche in pa-
zienti ad alto rischio di recidiva post-trapianto. Rettinger et al. (8)

hanno mostrato che il trattamento con DLI di pazienti con chime-
rismo misto dopo il trapianto era in grado di ripristinare un chime-
rismo del donatore in circa il 50% dei pazienti senza tossicità e che
questi pazienti rimanevano in remissione a lungo termine, a diffe-
renza dei pazienti che non raggiungevano un chimerismo completo,
che inesorabilmente recidivavano (8). 

Profilassi con DLI con o senza inibitori
delle tirosin-chinasi 
Con l’introduzione degli inibitori delle tirosin-chinasi (TKIs), lo
scenario terapeutico della leucemia mieloide cronica (LMC) è cam-
biato radicalmente (9-11) e il trapianto allogenico di midollo non rap-
presenta più la prima scelta terapeutica come, invece, lo era negli
anni 90. Nonostante il notevole progresso terapeutico ottenuto con
l’impiego dei TKIs, il trapianto allogenico resta una soluzione di
trattamento potenzialmente curativo e deve essere considerato e

Profilassi e terapia della recidiva post-trapianto

Figura 1 – Schema di trattamento protocollo CIK e analisi del chimerismo emopoietico post-trapianto. L’analisi molecolare del chimerismo emopoietico dopo trattamento
con cellule CIK (pannello in basso a destra) evidenzia la presenza di emopoiesi di derivazione del donatore e scomparsa dell’emopoiesi del paziente. 
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consigliato in specifiche circostanze. I pazienti affetti da LMC can-
didati a trapianto allogenico sono quelli con una documentata re-
sistenza ai TKIs di prima e seconda generazione, o che si trovano
in una fase più avanzata di malattia, o in entrambe le condizioni. 
L’impiego delle DLI dopo trapianto allogenico per ripristinare una
remissione ematologica e molecolare è ben noto nei pazienti affetti
da LMC recidivanti (12). Recentemente, è stato osservato che l’im-
piego post-trapianto di TKI in combinazione con DLI induce una
remissione rapida e durevole anche nei pazienti con LMC in fase
avanzata recidivati dopo allotrapianto (13). Inoltre, è stato valutato
se l’utilizzo di imatinib, come singola terapia, fosse in grado di ri-
tardare la recidiva e la necessità di utilizzare le DLI in pazienti con
LMC sottoposti ad allotrapianto dopo un regime di condiziona-
mento a ridotta intensità. L’imatinib veniva cominciato a partire
dal giorno + 35 e continuato fino ad 1 anno dal trapianto. La tera-
pia con imatinib post-trapianto risultava ben tollerata e annullava
il rischio di recidiva durante il periodo di trattamento. Nei pazienti
che recidivavano dopo la sospensione del farmaco, le DLI rimane-
vano una terapia molto efficace nell’indurre una nuova remissione
molecolare (14).
La probabilità di recidiva post-trapianto è particolarmente elevata
nei pazienti sottoposti a trapianto per leucemia linfoblastica acuta
Philadelphia positiva (LLA Ph+). In uno studio multicentrico ran-
domizzato, è stata valutata efficacia e tollerabilità della somministra-
zione di imatinib post-trapianto in profilassi primaria o in base ai
valori di malattia minima residua (MRD). In questo studio l’utilizzo
di imatinib in profilassi primaria riduceva significativamente l’inci-
denza di recidiva post-trapianto rispetto al braccio trattato secondo
i valori di MRD, anche se la sopravvivenza globale risultava elevata
in entrambi i bracci di trattamento (80% vs 75%) (15). Più recente-
mente, Shimoni et al. (16) hanno valutato l’utilizzo di nilotinib post-
trapianto per prevenire la recidiva in pazienti trapiantati per LMC
in fase avanzata e LLA Ph+. I pazienti dello studio ricevevano un
mantenimento con nilotinib post-trapianto, che era iniziato dopo
una mediana di 38 giorni dal trapianto. Sebbene il trattamento sia
risultato gravato da una significativa tossicità gastrointestinale ed
epatica, per cui un rilevante numero di pazienti ha sospeso il tratta-
mento, la maggior parte dei pazienti acquisiva o manteneva una ri-
sposta molecolare completa e solo 1 paziente è recidivato. Nei
pazienti che avevano ricevuto nilotinib come mantenimento, dopo
un follow up mediano di 46 mesi, la sopravvivenza globale e libera
da progressione a 2 anni erano rispettivamente 69 e 56% (16). Gli
studi discussi sopra evidenziano una grande efficacia dei TKIs nel
prevenire la recidiva post-trapianto.

Tossicità delle DLI
L’infusione delle DLI rimane una delle principali opzioni terapeuti-
che per il salvataggio dei pazienti in recidiva molecolare dopo il tra-

pianto o con un chimerismo T linfocitario misto. Per questo motivo
viene utilizzata frequentemente dopo un trapianto a ridotta intensità
di condizionamento. L’uso di linfociti T del donatore è potenzial-
mente efficace sia per indurre una remissione molecolare che per ri-
stabilire un chimerismo linfocitario completo del donatore (17). Il
principale limite di questo trattamento è il significativo rischio di
sviluppare una GvHD conseguente al trattamento stesso, che può
interessare fino al 50-70% dei pazienti che hanno ricevuto tale tera-
pia cellulare (18). Il rischio di sviluppare una GvHD post-infusione
di DLI dipende dalla dose di DLI e dal tipo di donatore, mentre
non vi è alcuna correlazione con la malattia ematologica per cui il
paziente è stato trapiantato. Peggs et al. (19) hanno dimostrato in una
coorte di pazienti trattati con infusioni di DLI (per un chimerismo
incompleto, o per una malattia minima persistente o in progressione
dopo trapianto allogenico a intensità ridotta) che la GvHD occor-
reva più frequentemente e in forma più grave nei pazienti trapiantati
da donatori non familiari rispetto a quelli da donatori familiari, no-
nostante l’impiego di dosaggi minori di T linfociti (19). Il rischio di
GvHD secondario all’impiego di DLI è risultato significativamente
associato a differenti dosi di linfociti e al tipo di donatore (20). Un re-
cente studio retrospettivo di 225 pazienti che avevano ricevuto un
trapianto da donatori familiari e non familiari per LMC recidivata
o altre neoplasie ematologiche recidivate, ha dimostrato, in analisi
multivariata, che la dose iniziale di DLI > 10x107 CD3+/kg si asso-
ciava con un aumentato rischio di GvHD. Infatti, l’incidenza cu-
mulativa di GvHD era più del 50% dopo una dose di DLI maggiore
di 10x107 CD3+/kg, mentre era circa del 20% quando veniva im-
piegata una dose inferiore a 1x107 CD3+/kg. Inoltre, una dose ini-
ziale di CD3+ uguale o maggiore a 10x107/kg non riduceva il rischio
di recidiva e non aumentava la sopravvivenza dei pazienti (21). In ge-
nerale, questi risultati suggeriscono l’utilizzo di una dose di linfociti
inferiore a 10x107/kg come dose iniziale di terapia cellulare nel trat-
tamento della recidiva dopo trapianto allogenico.
Un’altra rilevante potenziale complicanza in seguito alla sommini-
strazione di linfociti è l’aplasia midollare che è stata descritta fino nel
40% dei pazienti (22). Il principale fattore che predice lo sviluppo di
aplasia post-infusione di linfociti è la presenza di un’insufficiente ema-
topoiesi del donatore prima dell’infusione di linfociti (23). Casi di apla-
sia sono stati registrati più frequentemente in pazienti che avevano
ricevuto linfociti del donatore per recidiva ematologica di LMC ri-
spetto ai pazienti con recidiva di LMA. Nei pazienti con emopoiesi
residua del donatore assente, una spontanea risoluzione dell’aplasia
post-infusione di linfociti del donatore è improbabile e una nuova
infusione di cellule staminali sembra necessaria per evitare l’elevata
mortalità e morbilità dovute alla condizione di aplasia prolungata.
Ne consegue che una valutazione della emopoiesi residua del do-
natore, tramite chimerismo, prima di procedere ad un’eventuale te-
rapia cellulare con linfociti T è assolutamente raccomandabile.  
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Cellule Natural Killer e T-regolatorie
Le cellule natural killer (NK) sono in grado di esercitare un potente
effetto allo-reattivo contro le cellule neoplastiche quando i killing
inhibitory receptors (KIR) sulla superficie delle cellule NK del dona-
tore non sono già impegnate dai rispettivi ligandi (KIRL) rappre-
sentati da antigeni HLA di classe I (24). Numerosi studi clinici hanno
suggerito una relazione tra questo riconoscimento allo-reattivo da
parte delle cellule NK e l’outcome del trapianto allogenico, parti-
colarmente nel contesto aploidentico (25). In conformità ad alcune
esperienze preliminari di sicurezza, che documentavano la possibi-
lità di infondere cellule NK anche in un contesto di incompatibilità
HLA senza causare GvHD (26-28), è stata testata la sicurezza e l’at-
tecchimento della somministrazione di cellule NK aploidentiche
dopo una terapia immunosoppressiva in un piccolo studio di 10
pazienti pediatrici affetti da LMA che avevano completato un pro-
gramma di chemioterapia ed erano in 1a remissione completa.
Dopo deplezione in vivo dei linfociti con ciclofosfamide e fludara-
bina, le cellule NK mismatched venivano infuse, poi veniva fatta se-
guire un’infusione di IL-2. In tutti i pazienti si è osservato un
transitorio attecchimento dopo un tempo mediano di 10 giorni e
una significativa espansione delle cellule NK KIR mismatched. La
tossicità extra-ematologica era limitata, senza casi di GvHD acuta.
Tutti i pazienti rimanevano in remissione e la sopravvivenza libera
da eventi a 2 anni era del 100% (29).
In una successiva serie di 30 pazienti che avevano ricevuto dopo un
trapianto a ridotta intensità di infusioni di linfociti arricchiti in cel-
lule NK e con HLA con differenza antigenica fino a un massimo di
3/6, coloro che ottenevano una risposta a lungo termine evidenzia-
vano anche un significativo miglioramento in termini di durata della
risposta e di sopravvivenza globale (30). In uno studio di fase II che
ha incluso 16 pazienti con leucemia ad alto rischio o altri tumori
pluri-recidivati, le cellule NK altamente purificate erano sommini-
strate nei giorni +3, +40 e +100 dopo un trapianto aploidentico T
depleto. La quantità mediana di cellule NK utilizzata era di 1,2
x107/kg contenenti 0,003 x107 /Kg linfociti T. In questo studio, 4
pazienti hanno sviluppato una GvHD acuta di grado ≥ 2, che è ri-
sultata fatale in 3 su 4 pazienti. La GvHD acuta era correlata con le
sole dosi cumulative di cellule T infuse, ma non con le dosi cumu-
lative di cellule NK (31). Nonostante vi sia evidenza che le infusioni
di cellule NK possano aumentare l’effetto GvL del trapianto, senza
un significativo incremento della GvHD, la breve emivita delle cel-
lule NK infuse nel contesto di un’immunoterapia adottiva e l’impe-
gnativo e costoso lavoro di laboratorio necessario per implementare
questa tecnica, potrebbero limitarne il loro utilizzo nella pratica cli-
nica. Nell’ambito del trapianto aploidentico, un altro interessante
campo di ricerca di base e clinica è l’immunoterapia adottiva utiliz-
zando l’infusione di cellule T regolatorie (T-regs) selezionate. Il
primo obiettivo di questo tipo di intervento consiste nel manipolare

il trapianto per ridurre l’incidenza e la gravità della GvHD acuta,
così come aumentare la velocità e la qualità della ricostituzione im-
munologica post-trapianto (32). In un gruppo di pazienti affetti da
LMA ad alto rischio sottoposti a trapianto aploidentico T depleto
in vivo, una precoce infusione post-trapianto di cellule T-regs si è di-
mostrata efficace non solo nel migliorare la ricostituzione immuno-
logica post-trapianto dei pazienti, ma anche nel ridurre l’incidenza
di recidiva di leucemia (33).

5-Azacitidina
Nei pazienti affetti da SMD o LMA, la recidiva generalmente av-
viene nei primi 6-12 mesi dopo il trapianto (34, 35) ed è influenzata
principalmente dalle caratteristiche della malattia all’esordio, valutate
secondo score di rischio validati a livello internazionale (36-39) e secondo
categorie di rischio citogenetico e molecolare della malattia (40-43).
Diversi approcci preventivi di terapia farmacologica o immunolo-
gica sono teoricamente possibili, quali l’utilizzo di farmaci ipome-
tilanti e immunomodulanti, o la sospensione precoce della terapia
immunosoppressiva, o l’impiego delle DLI. In mancanza di studi
clinici che confrontino le possibili diverse strategie, vi è incertezza
a riguardo del possibile migliore trattamento. Comunque, negli ul-
timi anni è cresciuto l’interesse verso gli agenti ipometilanti, soprat-
tutto in considerazione del buon profilo di tollerabilità e della
possibilità di essere somministrati ambulatorialmente. Uno studio
di dose-finding ha dimostrato la sicurezza (nessun incremento del
rischio di GvHD) e l’efficacia dell’azacitidina a basso dosaggio (32
mg/m2 al giorno per 5 giorni consecutivi) nel prevenire la recidiva
dopo allotrapianto (44). È importante notare che da un punto di
vista biologico la 5-azacitidina, oltre a un effetto citotossico, sembra
accelerare la ricostituzione dei linfociti T-regolatori ed indurre una
risposta dei T linfociti CD8+ contro possibili antigeni tumorali,
aumentando quindi l’effetto GvL e riducendo quello GvHD (45-47).
Considerando queste proprietà della 5-azacitidina, sono in corso
studi per valutare l’efficacia e sicurezza della combinazione azaciti-
dina e DLI in prevenzione della recidiva di LMA e SMD post tra-
pianto (NCT01541280), similarmente a quanto già sperimentato
in pazienti recidivati dopo trapianto, in cui in una percentuale va-
riabile tra il 30 e 60% si otteneva una risposta con una buona durata
di questa remissione che spesso non richiedeva la necessità di ulteriori
trattamenti o di ricevere un secondo trapianto allogenico (48, 49). Tra
questi studi va segnalato il più recente che ha valutato retrospetti-
vamente in 181 pazienti recidivati dopo trapianto (116 affetti da
LMA e 65 da SMD) la tollerabilità e l’efficacia dell’azacitidina da
sola o in combinazione con DLI. Il 25% dei pazienti ha ottenuto
una risposta e tra i pazienti che ottenevano una risposta completa
la sopravvivenza a 2 anni era del 48% versus il 12% dell’intera co-
orte di pazienti (50). 
Recentemente uno studio pilota ha valutato la sicurezza ed efficacia
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della combinazione 5-azacitidina, somministrata al dosaggio di 30
mg/m2 per via endovenosa nei giorni 1-7, e gemtuzumab ozoga-
mycin al dosaggio di 3 mg/m2 al giorno 8 come terapia di mante-
nimento dopo allotrapianto. Il trattamento era ripetuto ogni 4
settimane. Dieci pazienti affetti da LMA ad alto rischio con un’età
mediana di 49 anni sono stati trattati in questo studio. In questo
contesto di trattamento post-trapianto, la terapia viene ben tolle-
rata con risultati potenzialmente efficaci nel prolungare la soprav-
vivenza di pazienti con LMA ad alto rischio (51). Sulla base
dell’esperienza accumulata fino ad oggi, si può concludere che un
trattamento precoce quando il numero di blasti è basso o è presente
solo una recidiva citogenetica rappresenta la condizione ideale per
ottenere con maggiore probabilità una RC e un controllo della ma-
lattia a lungo termine (49). 
In conclusione, considerando che nei pazienti affetti da LMA e
SMD la recidiva avviene prevalentemente entro il primo anno dopo
l’allotrapianto, una terapia di mantenimento iniziata precocemente
è ipoteticamente la migliore strategia, anche se questo approccio
implica esporre un certo numero di pazienti potenzialmente già cu-
rati ai rischi e costi di nuovi trattamenti. Per superare questo im-
portante limite occorre identificare i pazienti a più elevato rischio
di recidiva, attraverso il monitoraggio della MRD. In assenza di
marcatori specifici di malattia, come spesso accade nelle SMD, la
MRD potrebbe essere monitorata valutando il chimerismo, utiliz-
zando le più recenti metodiche di biologia molecolare disponibili,
che sono altamente sensibili. Utilizzando questo tipo di approccio,
Platzbecker et al. (52) hanno condotto uno studio clinico che valutava
l’efficacia del trattamento con azacitidina post-trapianto che veniva
intrapreso sulla base dei valori di chimerismo del donatore. I risul-
tati di questo studio mostravano una risposta iniziale nell’80% dei
pazienti trattati, con un 20% di pazienti che ha mantenuto una
continua negatività di MRD (chimerismo full donor) dopo la som-
ministrazione di un numero limitato di cicli con azacitidina. 

Bortezomib
Il bortezomib ha una spiccata attività anti-mieloma sia nelle forme
all’esordio sia in quelle refrattarie/recidivate ad altri tipi di terapia.
Un limite del farmaco è rappresentato dagli effetti collaterali, in par-
ticolare la neuropatia, che potrebbe renderne difficile l’impiego nel
periodo post-trapianto. Kroger et al. (56) hanno descritto l’effetto del-
l’infusione di DLI come singolo trattamento, oppure in combina-
zione con i nuovi farmaci anti-mieloma, quali talidomide,
bortezomib e lenalidomide, in 32 pazienti con MM che avevano ot-
tenuto solo una remissione parziale dopo il trapianto di midollo
osseo allogenico. I risultati dello studio mostrano che il 59% dei pa-
zienti ottiene una RC e che questa RC aveva una rilevanza clinica
perché si associava ad un significativo miglioramento della soprav-
vivenza libera da malattia a 5 anni. Uno studio di fase II è in corso

per valutare se la somministrazione di bortezomib dopo un trapianto
ad intensità ridotta in pazienti affetti da MM ad alto rischio possa
migliorare l’outcome di questi pazienti (clinicaltrials.gov identifier:
02308280). Un altro studio di fase II, multicentrico, non-rando-
mizzato è in corso per valutare il ruolo di MLN9708, un potente
inibitore orale reversibile del proteasoma 20S, che risulta ben tolle-
rato con una minima neuropatia periferica (57), come mantenimento
dopo allotrapianto nei pazienti affetti da MM ad alto rischio (clini-
caltrials.gov identifier: 02168101).  

Anticorpi bispecifici, Cellule T
modificate e linfociti T attivati in vitro
Il ruolo importante della valutazione MRD è stato documentato
inizialmente nelle LLA. Numerosi studi eseguiti in ambito pedia-
trico (58, 59) e adulto (60-62) hanno chiaramente dimostrato che i valori
di MRD rappresentano un fattore prognostico indipendente di
outcome. I pazienti con valori di MRD persistentemente positivi
durante l’induzione e il consolidamento del trattamento di 1°
linea, o che divengono positivi dopo la fine del trattamento, hanno
una ridotta sopravvivenza libera da leucemia. Studi recenti mo-
strano che anche i pazienti che vengono sottoposti ad allotrapianto
con valori misurabili di MRD hanno un outcome inferiore a causa
di un aumentato rischio di recidiva della leucemia (63, 64). Anche
negli studi condotti nel gruppo italiano NILG vi è evidenza di una
relazione inversa tra livelli di MRD prima del trapianto e outcome
dopo il trapianto (65-67). Queste evidenze implicano che, per preve-
nire la recidiva, i pazienti candidati a trapianto allogenico dovreb-
bero essere valutati per ricevere nuove terapie sperimentali in grado
di ottenere la remissione completa molecolare. Tra i farmaci inno-
vativi attualmente a disposizione, il blinatumomab, un anticorpo
bispecifico anti-CD3/CD19 (Bispecific T-Cell Engager (BiTE) an-
tibodies) ha mostrato risultati molto promettenti in termine di ele-
vata frequenza di risposta molecolare, soprattutto quando i pazienti
venivano trattati per malattia minima residua (68, 69). Infatti, nel
primo studio pilota condotto nella LLA MRD+ si è ottenuta una
negativizzazione del segnale molecolare nell’80% dei pazienti.
Nove di 20 pazienti ricevevano un allotrapianto dopo il blinatu-
momab e 65% di loro rimaneva in remissione ematologica dopo
un follow up mediano di 33 mesi. Sulla base di questi incoraggianti
risultati ottenuti con un profilo di tossicità gestibile (70) e i dati che
indicano che una positività molecolare presente prima del tra-
pianto si associa ad un aumentato rischio di recidiva (71), un breve
trattamento prima del trapianto con bilnatumomab (bridging stra-
tegy) potrebbe permettere di ottenere una convincente remissione
molecolare e, quindi, favorire un miglior tasso di guarigione dopo
il trapianto. Questa ipotesi di trattamento richiede di essere dimo-
strata in studi clinici disegnati ad hoc. 
Il concetto che la persistenza o il divenire MRD positivi dopo il
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trapianto precedono una franca recidiva ematologica è stato chia-
ramente documentato (58-60, 72-74). Perciò, un attento monitoraggio
dei valori di MRD post-trapianto è molto importante e potrebbe
permettere un rapido intervento preventivo prima della recidiva
ematologica della malattia. A questo proposito, l’impiego di bli-
natumomab sembra più interessante rispetto ai trattamenti con-
venzionali, quali la riduzione e/o la sospensione della terapia
immunosoppressiva o l’uso delle DLI sempre potenzialmente pe-
ricoloso per il rischio di indurre GvHD. 
Un altro ambito di ricerca è rappresentato dall’impiego di cellule
T modificate (CAR-T) che hanno dimostrato risultati impressio-
nanti in popolazioni di pazienti altamente refrattari ai trattamenti
convenzionali (75,76). L’impiego di queste cellule come terapia pre-
ventiva della recidiva dopo trapianto, deve, però, tenere in consi-
derazione i costi e la complessità tecnica per la preparazione di
cellule geneticamente modificate, nonché gli importanti livelli di
tossicità principalmente connessi al rilascio massivo di citochine
seguenti l’infusione in vivo (75,76). Sulla base del successo ottenuto
con queste cellule (CAR-T) nella LLA a cellule B e nella leucemia
linfatica cronica-B, approcci simili sono attualmente in fase di stu-
dio con la speranza di colpire anche le neoplasie mieloidi. Tra gli
altri antigeni potenzialmente oggetto della costruzione di recettori
chimerici vanno ricordati il CD33 e il CD123, che è la catena a
del recettore dell’interleuchina-3, iper-espresso nelle LMA rispetto
alle normali cellule staminali ematopoietiche. Cellule CAR-T ri-
dirette contro il CD123 sembrano mediare una potente attività
contro le cellule leucemiche CD123+ (77, 78). La possibilità di svi-
luppare un approccio clinico utilizzando queste cellule è attual-
mente in fase di valutazione (79).
Infine, l’impiego di linfociti T attivati in vitro, (Cytokine Induced
Killer Cells CIK) potrebbe essere un’alternativa capace di migliorare
i risultati ottenuti con le DLI nel trattamento delle recidive post-
trapianto. Infatti, se l’infusione di DLI è particolarmente efficace
nei pazienti con recidiva di LMC, in altre neoplasie ematologiche
il loro utilizzo è efficace in circa il 10% dei casi ed è gravato da un
significativo rischio di GvHD. Presso il nostro Centro abbiamo
studiato in 2 studi di fase I e II la sicurezza e l’efficacia della som-
ministrazione di cellule CIK derivate da sangue periferico del do-
natore in pazienti recidivati dopo un trapianto allogenico per
neoplasia ematologica (eccetto le LMC) documentando che l’in-
fusione di cellule CIK è ben tollerata e in taluni casi può ottimiz-
zare l’efficacia del controllo immunologico della malattia (80,81).

Un esempio dello schema di trattamento dello studio con cellule
CIK in un paziente affetto da LMA recidivata dopo trapianto al-
logenico è riportato nella Figura 1. 

Conclusioni
Per anni, l’unica strategia terapeutica per la recidiva leucemica post-
trapianto è stata limitata all’impiego della chemioterapia e all’infu-
sione di linfociti non manipolati del donatore. Recentemente si
stanno sperimentando nuove strategie terapeutiche, rappresentate
dall’impiego preventivo di farmaci tumori specifici e/o di terapie
cellulari manipolate per rafforzare l’effetto immunologico del tra-
pianto contro la leucemia (GvL). Entrambe le strategie, che devono
divenire parte integrante delle future strategie trapiantologiche, mi-
rano a ridurre il rischio di recidiva post-trapianto attraverso 2 diversi
approcci: 
• ridurre la quantità di malattia minima prima del trapianto, ed
esempio paradigmatico di questo approccio è l’utilizzo del blina-
tumomab nelle neoplasie linfoidi B; 

• ritardare la recidiva o progressione di malattia nei primi mesi
dopo il trapianto quando la necessaria competenza immunologica
dell’emopoiesi del donatore non è ancora sviluppata e non è in
grado di svolgere un sufficiente effetto contro la neoplasia.
Esempio di questo è l’impiego nelle LLA Philadelphia positive
dei TKIs nei primi mesi post-trapianto, o l’impiego precoce di
terapia cellulare. 

Comunque, al fine di non esporre pazienti potenzialmente già gua-
riti ai rischi di tossicità da trattamenti preventivi non necessari e
non aumentare i costi generali della cura, è necessario prevedere
l’impiego di tali terapie innovative nei soli pazienti a maggior rischio
di recidiva. Pertanto, gli sforzi futuri dovranno concentrarsi anche
sulla possibilità di identificare il più precocemente possibile i pa-
zienti ad elevato rischio di recidiva. Il miglioramento delle tecniche
molecolari e le aumentate conoscenze genetiche delle malattie of-
frono l’opportunità di poter monitorare la malattia residua nella
maggior parte delle emopatie. Lo studio della malattia minima re-
sidua durante il follow up post-trapianto deve pertanto divenire
uno standard clinico e guidare le scelte terapeutiche, che potranno
risultare personalizzate per ogni singolo paziente. Con questi obiet-
tivi e pianificando studi clinici randomizzati per testare rigorosa-
mente efficacia e tollerabilità dei nuovi trattamenti di prevenzione
della recidiva è ipotizzabile nei prossimi anni un ulteriore significa-
tivo miglioramento dei risultati del trapianto. 

Profilassi e terapia della recidiva post-trapianto
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