IL FUTURO
DELLA TERAPIA CELLULARE

CONVEGNO NAZIONALE ADISC O
15/11/2023 SANGUE CORDONE OMBELICALE

DRGAMIZIATIONE DI VOLOHTARIATO

Dott.sa Michela Tassara



Definizioni

Agenzia Italiana
del Farmaco

Medicinali per Terapie Avanzate (Advanced Therapy Medicinal Products, ATMP)

Medicinali di terapia genica:

Contengono o consistono di un acido nucleico
ricombinante in grado di indurre un effetto terapeutico,
profilattico o diagnostico.

Permettono di regolare, riparare, sostituire, aggiungere o
eliminare una sequenza genetica.

Nel caso di malattie genetiche in cui un gene é difettoso o
assente, la terapia genica consiste nel trasferire la copia
funzionante del gene in questione.

Medicinali di ingegneria tessutale:

Contengono cellule o tessuti sottoposti a rilevante
manipolazione o non destinati ad essere utilizzati per le
stesse funzioni originarie, con lo scopo di riparare,
rigenerare o sostituire tessuti umani.

Medicinali di terapia cellulare :

Contengono o consistono di cellule o tessuti che sono stati
manipolati in modo rilevante cosi da modificarne le
caratteristiche biologiche, le funzioni fisiologiche o le
proprieta strutturali o che non sono destinati ad essere
utilizzati per le stesse funzioni originarie nell'organismo.

Lo scopo della terapia con cellule somatiche € quello di
trattare, prevenire o diagnosticare le malattie.

Le cellule o i tessuti possono essere di origine autologa,
allogenica o xenogenica.

Medicinali per terapie avanzate combinate:

Contengono uno o piu dispositivi medici come parte
integrante del medicinale a base di cellule o tessuti.



N E’ iniziato tutto da qui....

Primo esempio di terapia cellulare :
TRAPIANTO DI MIDOLLO (AUTOLOGO E) ALLOGENICO

D. W. H. Barnes, C. E. Ford, P. L. T. llbery, P. C. Koller, J. F. Loutit
Tissue transplantation in the radiation chimera.
J. Cell. Physiol. Suppl. 50, 123-138 (1957)

Funzione sostitutiva
Funzione rigenerativa
Allogenico: immunoterapia adottiva (GvL/GvT)

Ad oggi unico esempio di trapianto su larga scala
Oggi processo molto raffinato per scelta del donatore, della terapia di

condizionamento, della piattaforma immunosoppressiva, della gestione post procedura
ecc. ecc.

Spin-off di molti altri esempi di terapia cellulare!



) Timeline delle «idee» ;

C HSCT and cancer immunotherapy
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BORDO NERO: milestones biotecnologia e terapia cellulare
Chabannon C, Kuball J, Bondanza A, Dazzi F, Pedrazzoli P, BORDO GRIGIO: milestones terapia genica
Toubert A, Ruggeri A, Fleischhauer K, Bonini C.
Hematopoietic stem cell transplantation in its 60s: A platform
for cellular therapies. Sci Transl Med. 2018 Apr 11;10(436)



Idee per risolvere problemi >

CAR/TCR Infusion of Suicide Infusion of
gene antigen-specific ~ gene allo-depleted
therapy Tcells therapy Tcells
NK, NKT, v& ;
Toalinfieon GVL J ( GVI J i\::lclt)i:; Infusion of MSCs

1

[ HSCT: immunotherapeutic aim ]

®e @ ® ®@©®

HSCT: regenerative aim
HSCT for solid tumors (Non-hematopoietic) Hematopoietic stem cell-
and Stem cell based gene therapy for
autoimmune diseases transplantation congenital disorders

Chabannon C, Kuball J, Bondanza A, Dazzi F, Pedrazzoli P, Toubert A, Ruggeri A, Fleischhauer K, Bonini C.
Hematopoietic stem cell transplantation in its 60s: A platform for cellular therapies. Sci Transl Med. 2018 Apr 11;10(436)



Prodotti gia approvati

Table S1. A non-exhaustive list of somatic cell therapy and gene therapy medicinal products authorized by the FDA or EMA.

(axicabtagene ciloleucel)

breakthrough
designation)

Name Company Product Filing/Approval Indication Comment
Prochymal® Osiris Allogeneic MSC 2006 (Canada) Pediatric GVHD Withdrawn in 2008
ChondroCelect® | Tigenix Ex vivo expanded autologous 2011 (EU) Knee cartilage defects Withdrawn in 2016
cartilage cells
Provenge® Dendreon?! autologous dendritic cell vaccine 2011 (US and EU) Castrate-resistant metastatic Withdrawn in 2014
(Sipuleucel-T) prostate cancer
Glybera® UniQure AAV? encoding lipoprotein lipase 2012 (EV) Lipoprotein lipase deficiency Withdrawn in 2015
(Alipogene tiparvovec)
Imlygic® Amgen GM-CSF expressing oncolytic Herpes 2015 (US) Inoperable melanoma Ongoing
virus (Talimogene laherparepvec) 2015 (EU conditional) commercialization
Holoclar® Chiesi Ex vivo expanded autologous corneal | 2015 (EU) Corneal defects Ongoing
limbal cells commercialization
MACI® Vericel® Ex vivo expanded autologous 2016 (US) Symptomatic knee cartilage Ongoing
(product cartilage cells defects commercialization
acquired
from
Genzyme)
Strimvelis® Glaxo Smith | Genetically modified autologous 2016 (EU) ADA-SCID Ongoing
Kline (GSK) hematopoietic stem cells commercialization
Zalmoxis® Molmed Suicide gene modified allogenic T 2016 (EU conditional) GVHD management after Ongoing
cells allogeneic hematopoietic stem | commercialization
cell transplantation
Kymriah® Navartis CAR modified autologous T cells 2017 (US filing under Pediatric and young adult Ongoing
(tisagenlecleucel-T) breakthrough B cell acute lymphoblastic commercialization
designation) leukemia
Yescarta® Kite Pharma | CAR modified autologous T cells 2017 (US filing under Non-Hodgkin lymphoma Ongoing

commercialization




Prodotti gia approvati
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Prodotti gia approvati




) Prodotti gia approvati

SSERVATORIO
ERAPIE
VANZATE

SOMMINISTRAZIONE
NOME INDICAZIONE . AZIENDA AIC*IN EUROPA | AIC* INITALIA

COMMERCIALE EVETTORE

1 B linfahlact

: agosto 2018
acuta a cellule B e linfoma
diffuso a grandi cellule B : Novartis farmaco orfano Classe H"
N 5 ex vivo
Kymriah® tisagenlecleucel - Europharm agosto 2019
lentivirus L
Limited
linfema follicolare P
recidivante o refrattario e s
linfoma diffuso a grandi
cellule B e linfoma agosto 2018
primitive del mediastine a farmaco orfano -
grandi cellule B refrattari o Classe H
recidivanti novembre 2019
axicabtagene linfoma follicolare exvivo Kite Pharma .
Yescarta® - i - ) iugno 2022
ciloleucel recidivante o refrattario retrovirus EU giug X

linfoma diffuso a grandi
cellule B e linfoma a cellule
B di alto grado con ricaduta ottobre 2022 X

entro 12 mesi o refrattari

. [

linfoma a cellule mantellari dicembre 2020 ./

recidivante o refrattario farmaco orfano e o
Tecartus™ brexucabtagene exvivo T marzo 2022

ecartus autoleucel . . . retrovirus EU

leucemia linfoblastica

acuta da precursori delle x

celule B recidvante o settembre 2022

refrattaria



Prodotti gia approvati

Abecma®

Breyanzi®

Carvykti™

idecabtagene
vicleucel

lisocabtagene
maraleucel

ciltacabtagene
autoleucel

mieloma multiplo
recidivante o refrattario

DLBCL, linfoma primitivo
del mediastino a grandi
cellule B e linfoma
follicolare

linfoma a grandi cellule B
refrattario o recidivante

mieloma multiplo
recidivante o refrattario

ex vivo
lentivirus

exX vivo
lentivirus

ex vivo
lentivirus

Bristol-Myers
Squibb # Celgene

Bristol-Myers
Squibb # Celgene

Janssen-Cilag
International

agosto 2021

aprile 2022

luglio 2023

maggio 2022
farmaco orfanc

X X X X



Prodotti gia approvati
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I AVANZATE CELLULARE

NOME APPROVAZIONE
COMMERCIALE INDICAZIONE AZIENDA EUROPEA AIC*INEUROPA  AIC*INITALIA

; asint'omaﬁmdzhliewemente Dendreon settembre 2013 X X
Provenge® sipuleucel-T sintomatico metastatico (non UK
viscerale) damaggio 2015 damaggio 2015

darvadstrocel fistole perianali complesse
(preparato di cellule staminal in  pazienti  adulti  con Takeda marzo 2018 J
Alofisel® mesenchimali adulte umans malattia di Crohn luminals Pharma farmaco orfano Classe C*

allogeniche espanse. estratte non attiva/lievemente attiva
da tessuto adiposo) settembre 2018




Prodotti gia approvati

(OSSERVATORIO

JERAPIE \ TESSUTALE

e INDICAZIONE AZIENDA it AIC*IN EUROPA  AIC*INITALIA

COMMERCIALE EUROPEA

I deficit di cellule
_ Cellule epitetiali comeali umane . Il:bﬂ;m:: Hol X febbraio 2015 J J
Holoclar®  2olcahe S=panse & WO € coicato da  ustion) Terapie farmaco orfano Classe H'

oculari da agenti fisici o Avanzate febbraio 2017
chimici




»

Autologo, allogenico oppure

.

?

FONTE
CELLULARE

Allogenico
(non HLA-match)

Xenogenico

ESEMPI

MSC
NK cells
B cells

Cellule
pancretacihe,
plessi coriodali

RAPPORTO CON SI
del ricevente

Riconosc. NOT-self,
serve terapia IS

Riconosc. NOT-self,
serve terapia IS ++

DURATA
ATTECCHIMENTO

Transiente

Transiente

DURATA
RISPOSTA

Short term,
variabile

Short term,
variabile

PREPRAZIONE

Relativamente
economica

Relativamente
economica

DOSE,
RIPETIBILITA’

Alta, possibilita di
ulteriori
somministrazioni

Alta, possibilita di
ulteriori
somministrazioni

»



\ Quali cellule sono «adatte»

AREA EMATOLOGICA, ONCOLOGICA, IMMUNOLOGICA

= (CSE autologhe o allogeniche HLA-identiche o Mismatch

= Linfociti T: uso principalmente autologo per restrizione HLA

= NK: uso allogenico (non HLA-restricted), funzione immunomodulante

= Cellule staminali mesenchimali: uso allogenico (non HLA-restricted), funzione
rigenerativa ed immunosoppressiva

AREA RIGENERATIVA:
= Cellule somatiche

= Cellule staminali mesenchimali: uso allogenico (non HLA-restricted), funzione
rigenerativa ed immunosoppressiva

Ipotesi per il futuro:
Cellule «non immunogeniche» universali?




) Quali tecnologie future? D

CELLULE STAMINALI PLURIPOTENTI INDOTTE

Cellule staminali generate in vitro a o Y
partire da cellule mature di soggetti adulti ! Dot g
. . . * Neural stem cells Reprogramming Strategies 3 | Non-integrative Strategies:

(e per questo «staminali etiche»). ¢ oodeels E e

. + Urine-derived cells  KLF4, SOX2, c-Myc, Nanog, Oct-3/4, LIN-28 | * Sendal virus
Ottenute grazie ad un processo ] ! Crinan
di riprogrammazione genetica (che puo Ty (% \ y
comprendere una integrazione virale) per Adult Fibroblas Cll P—— )
tornare ad uno stadio di «staminalita» 1
per essere poi trasformate nel tessuto di o

. . — Hematopoletic
un altro organo di interesse. m\ l N
Tecnologia nata nel 2006 da un gruppo di ——
ricerca diretto dal professor Yamanaka / l \
(Premio Nobel per la Fisiologia e la iﬂﬂﬂiﬁ =
Medicina nel 2012). FJa ¥

for diagnosis ’ i
Disease Modelling Drug d|5c0very Cell replacement therapy



) Quali tecnologie future? D

CELLULE STAMINALI PLURIPOTENTI INDOTTE

Potenzialita:

= Creazione di cellule e tessuti che non si rigenerano spontaneamente dopo |l
danno (es: tessuto nervoso, retina, tessuto epatico)

= Altre terapie cellulari

= Studio di funzione di organi e tessuti per la farmacologia

Dal 2013 grazie all’utilizzo di iPSC sono stati sviluppati diversi protocolli
per ottenere organoidi, cioe modelli tridimensionali (3D) di organi o
tessuti.

Un modello semplificato &€ chiamato Organ-on-Chip (OoC)

Limitazioni:
» Costi e lunghezza del processo di riprogrammazione
» Potenziale oncogenicita di alcuni processi di riprogrammazione



\

Quali tecnologie future? D

EDITING (=REVISIONE) GENETICO/EPIGENETICO

Il sistema CRISPR/Cas9 si basa sull'impiego della proteina Cas9, una «forbice molecolare» in
grado di tagliare un DNA bersaglio, che pu0 essere programmata per effettuare specifiche
modifiche al genoma cellulare.

La programmazione del bersaglio di Cas9 avviene attraverso una molecola di RNA, chiamata
RNA guida, che agisce ancorandosi alla sequenza di DNA bersaglio scelta.

e

"“" TTTTTTT I T IR TII AN ITY
DSB
At pathogenic locus
NHE] HDR

Frameshifts or mutations Programmed corrections
T TTTTTTTITTT TTTTTTTTITITTT

Indel formation >< ><

l Donor DNA

EETRESRRRERERE IR R R R R NSNS RN

Disrupted DNA at pathogenic gene Repaired DMNA at pathogenic gene

Possibile applicazione:

Correzione difetto monogenico
—eliminazione gene patologico con
effetto delezione o frameshift

—> Riparazione del gene ricostruito su
stampo di DNA con sequenza normale

Bashor CJ, Hilton IB, Bandukwala H, Smith DM, Veiseh O.
Engineering the next generation of cell-based therapeutics.
Nat Rev Drug Discov. 2022 Sep;21(9):655-67



) Quali tecnologie future?

CD19 CAR
Activator
Lentiviral delivery
> Improved CRISPRa ) » Targeted gene activation

Cas9 mRMNA CAR-T cell * Transgene expression
and gRNAs TCR KO - _j # Overcoming haploinsufficiency

TTTTTTITTTTITITITTTTT . / \\\ —[MB—

e F Y

/ B,mKO [ \
TTTITIT I T I Il . I.
T el ._“l‘ ;_,-" REP ressor
PD1KO \\ v /j
. — — - Ea—— . » Targeted gene repression
CRISPRI j » Silencing pathological genes
RNA » Enhanced antitumour o * Tailoring gene production
electroporation activities
* Reduced alloreactivity
* Reduced GvHD
Epigenetic Epigllaanet'lc
modifications ___regulator
Possibile applicazione: - ¥

* Preventing transgene silencing
* Reprogramming cell lineage

— Promoter :—

Potenziare espressione di geni-chiave
in specifiche cellule (ex vivo) per
migliorarne la funzione

m

7 _l * Targeted chromatin modifications

Possibile applicazione:
Agire sui promotori per regolare
Bashor CJ, Hilton IB, Bandukwala H, Smith DM, Veiseh O. positivamente (0] negativa mente

Engineering the next generation of cell-based therapeutics. I, . d . | . ti
Nat Rev Drug Discov. 2022 Sep;21(9):655-67 espressione di geni selezionatl




\\ Quali tecnologie future? \

BIOLOGIA SINTETICA:

Disciplina a meta strada tra I'ingegneria e la biologia molecolare.
Mira a ridisegnare i circuiti metabolici e genetici degli organismi viventi, per creare
una cellula (o un organismo) «sintetica» di importanza pratica.

L HOH K

Possibili applicazioni nella terapia Tumoursurfaceantgens | Safety CAR—-'._,|_-"-—'..”:'..’.;'5

cellulare: + Cn 'E

« Rendere un circuito metabolico «utile» | ;
sensibile ad un elemento esterno (es: '/ ™ i ‘___ o

un farmaco, un antigene ecc.)

* Rendere un circuito metabolico «troppo |
potente» disattivabile conferendo BE ]
sensibilita ad un elemento esterno (es: \ i__‘: - Out
un farmaco) '

| Tumour AnugsnA Antigen B

| cell syn
/ Notch

il B g

Tumour killing —_H I




S Quali tecnologie future? \

BIOMATERIALI

Sostanza (o combinazione di sostanze)
naturale o artificiale, utilizzata da sola o
come parte di un sistema, per trattare,
migliorare o sostituire un qualunque
tessuto, organo o) funzione
dell’'organismo cellulare.

Possibili applicazioni nella terapia

cellulare:

* |solamento cellule effettrici
allogeniche dal danno provocato dal
sistema immunitario dell'ospite

Myofibroblasts

Tissue surrounding

Y Circulating
'k. ¢, antibodies the capsule
B cells o ~\
T o

s

AN

A
' \- A Mediators
g \- originating from

encapsulated cells

F (DAMPs, cy!okmes)/
CD4+T . e

cells encapsulated
cells : < s
! Mediators originating
" . fromtissue cells and
B +, ECM (Intra-/extra
N - _/' + cellular DAMPS,

I

* - cytokines, complement)

Mediators - eita ;
originating from -, 1.0+, S o
macrophages and - _'.-.:‘... &,

lymphocytes Sens - i ; :
i e ing cells
G 1 oymise) i Products of
cell death " 4
(ags, DAMPi}/ ot
Granulocyte

Macrophage squeezing
through capsule pore

Phagocytosing
macrophage

Ashimova A, Yegorov S, Negmetzhanov B, Hortelano G.
Cell Encapsulation Within Alginate Microcapsules: Immunological Challenges and Outlook.
Front Bioeng Biotechnol. 2019 Dec 3;7:380
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Limitazioni e problemi
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Manifattura

Comesaranno le CAR-T del future?

! ? Le modalita di produzione sonoun elemento chiave per
! implementarne |'utilizzo e superare i problemi di costoe
F I disponibilitz. Accademie ed aziende stanno esplorando
f . \l " nuove soluzioni
b, 5 Per quale molivo e terapie a base di cellule CAR-T - incluse
ATMP) a pit alto potenzi

e ave e di crescita - sono pen

come un pianeta cosi difficle da raggiungere, seppure ben visitile dafls
nostra prospeltiva? Solo relluitime decennio le CART hanno tirats 1a
velata alle ATMP, giungends sul mercalo con prodotti destinati a trattars

fomi & levcemie che non davano speranza & malati. Cosa impedisee di

un bene ibile e facil La
risposta & nei meandri dei processi produttivi e nella cascata di
conseguenze che essi riversano sul risultato finale. Ecco perchd multe aziends, & non solo, stanno esplorando soluzioni che spazians

dall'automazione allo sviluppo di prodotti “off-the-shell

LE PROBLEMATICHE CHE RENDONO DIFFICILE LA PRODUZIONE

In un recente articolo pubblicato sulls rivista Nefure sono state espresse alcune considerazio
7 dalla

in merito alla “gara” alle CAR-T,

scaltata con i primi prodotti approvati - vod and Drug Administration (FDA) statunilense e I'amno successivo dallAgenzia Europea
dei Medicinali (EMA

di lati oscuri, collegati soprattutto alla sicurezza e all’'estrema personalizzazione dells terapia.

contro maattie coc-ematoiogihe pil volle resistenti alla chemiolerapia. 11 Successo & stato esplosivo ma non prive

Infatti, la nec 4 di prelevare le cellule del malato, spedirle presse le officine produttive dove esse possono essere ngegnerizzale e,
alla fine, rispedirle indietro per linfusione ridisde setlimane di temps & wna capillare strategia crganizative. Mediamente tuthi questi
passaggi una quindicina di giorni & pi aleuni punti deboli: 1z distanza ra o ospedali dove sono ficoverali | pazienti &

& ingegnesizzazione, I criticth del processo produttivo e le condizion dei pazienti che, in alcuni casi, non fescono 3 tollerare lmpatts di

queste terapie. Infine, trattandosi
le terapie avanzate, difficlimente inguadrabili nelle logiche dei sisterni sanitari nazionali

una terapia per il singolo paziente, subentra il fattore "costo’ T, & it in generale

TUMORI SOLIDE: UN CANTIERE APERTO

La sfids che sttende i produttori & quella della manifstturs, andando a caccia delle soluzioni per rendere le CARS
“personalizzate” e piis idones a una produzione su larga scala.

i subenira la prima diicold oggettiva perchi

trattarmenti abbiano rivoluzionato la gestions di linfomi @ leucemie in fase avanzata, altrettanto non si pud dire peri Y

ded polmene o del pancreas - che dmangono uno scoglio difficle da superare

Risultati promettent stanno giungendo dallo studio déi gliomi, tumeri del cervello & del midal

E non mancano i gruppi &

interagire con allri farmaci che ne sostengans F'elfety

< per riconoscene le proteine rmutate presenti ps
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3 Limitazioni e problemi D

Problemi scientifici:
* Problemi di rigetto, brevita dell’engraftment (contesto allogenico)
Necessita di somministrare piu volte la terapia
* Meccanismi di escaping delle cellule tumorali
Es: downregulation o perdita espressione di antigeni target, utilizzo di
pathway genetici alternativi ecc. ecc.
* Difficolta di somministrazione delle cellule negli organi solidi
* Difficolta di lavorare con molecole (antigeni) intracellulari
Piu difficili da raggiungere rispetto alle molecole di superficie

Problemi pratici:

Tempo di produzione delle «terapie individuali»

Complessa gestione logistica

Distanza tra «mondo del paziente» e «mondo della factory»

... € se poi fosse sfuggito qualcosa?



§ Quindi...quale futuro? §

COSTI E SOSTENIBILITA” GLOBALE

PREVENZIONE DEGLI ABUSI
FOCUS SUGLI OBIETTIVI

The Committee for Advanced Therapies (CAT)
is the European Medicines Agency's (EMA)
committee responsible for assessing the
quality, safety and efficacy of advanced
therapy medicinal products (ATMPs) and
following scientific developments in the field.

Regulation (EC) No 1394/2007 on ATMPs

Heidi Ledford
The race to supercharge cancer-fighting T cells
2023 Jan;613(7945):626-628.




Conclusioni

La terapia cellulare applicata a livello globale € il futuro prossimo, ma al momento non
e ancora fruibile per tutti i pazienti, e presenta ancora limitazioni oggettive.

... anche se le CAR-T sono a buon punto.....

Per molte malattie non ematologiche, la farmacologia e |a terapia genica sono valide
alternative, anch'esse oggetto di sperimentazione, studio e sviluppo.

Per moltissime malattie ematologiche il trapianto allogenico gia da molti anni lo
standard di cura (ovvero il presente).

-> E oggetto di ricerca e sperimentazione

- E’ una piattaforma su cui la terapia cellulare e genica si innesta

Dei donatori ci sara bisogno ancora per molto tempo!



