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Razionale e scopo dello studio

Le complicanze legate alla infezione da polyomavirus BK (BKV) incidono in modo significativo
sulla sopravvivenza dei trapianti di rene. La terapia immunosoppressiva utilizzata per impedire il
rigetto altera la risposta immunitaria, favorendo l'infezione primaria o la riattivazione dallo stato di
latenza di BKV, e, in conseguenza del mancato controllo della replicazione virale, I’insorgenza
delle patologie associate. L’infezione da BKV & causa di nefrite interstiziale, con perdita di
funzione dell’organo trapiantato, nel 2-10% dei riceventi un trapianto renale. La riduzione della
terapia immunosoppressiva, unica possibilita in assenza di una terapia antivirale specifica di provata
efficacia, aumenta il rischio di rigetto, inducendo un circolo vizioso dovuto alla pecessitd di
potenziare nuovamente 1'immunosoppressione. II ruolo centrale dell’ immunita cellulo-mediata nel
controllo delle infezioni virali & stato ampiamente documentato. B’ stato recentemente dimostrato
come sia possibile ricostituire 'immunita cellulare virus-specifica, e prevenire o {trattare le
complicanze associate all’infezione virale, in riceventi di trapianto di midollo, mediante infusione

4 popolazioni di linfociti T citotossici (CTL) specifici per EBV e cytomegalovirus derivati dal

sangue periferico dei loro donatori. Un’analoga strategia terapeutica pud essere applicata a riceventi
di trapianto d’organo solido, riattivando ed espandendo in vitro CTL antigene-specifici autologhi, in
mancanza ¢i un donatore HL.A-fenotipicamente identico.

Finapziamento 2002: risultati ottenuti

Obiettivi della prima fase delia ricerca

1) In merite al primo obiettivo, valutazione dell’incidenza di questa infezione nella popolazione in
studio e monitoraggio dell’insorgenza di infezione primaria e/o riattivazione nel periodo post-
trapianto, con lo _scopo di attuare Uintervento terapeutico atto a prevenire lo_gviluppo delle
complicanze: ¢ stata condotta un’analisi trasversale dell’infezione da BKV su 100 pazienti di ¢ta
pediatrica, trapiantati di rene ed afferenti all’Unitd Operativa di Nefrologia, Dialisi e Trapianto
dell’Istituto Gaslini, Genova. La determinazione dei livelli di BKYV DINA ha evidenziato positivita
urinaria in 26/100 pazienti, con concomitante positivitd plasmatica in 5 soggetti, 1.’ analisi dei fattorni-
di rischio ba dimostrato un’associazione significativa tra infezione attiva da BKV e i)
steronegativitd del ricevente pre-trapianto, e 1i) trattamento immunosoppressivo con micofenolato
mofetite,
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2) Per quanto concerne il secondo obiettivo, generazione in vitro ¢ espansione di popolazioni di
linfociti T citotossici (CTL) BKV-specifici dal sangue periferico dei pazienti risultati positivi per
riattivazione virale: & stata dimostrata la possibilita di riattivare linee cellulari citotossiche
specifiche per BKV da soggetti sani di controllo e da riceventi un trapianto renale. Le linee oftepute
hanno caratteristiche fenotipiche e funzionali tali da consentirne I"uso in vivo.
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Prosecuzione dello studio

Obiettivi della seconda fase della ricerca

1)  Non esistono a tutt’oggi indicazioni sulla validazione di un test predittivo del rischio di
sviluppare nefropatia, elemento cruciale per attuare un trattamento dell’infezione virale
attiva finalizzato a prevenire I'instaurarsi della nefropatia conclamata. L’obiettivo in
questa fase della ricerca sard di analizzare, mediante PCR quantitativa, la carica virale
urinaria in una coorte di pazienti pediatrici trapiantati di rene con infezione attiva dg BKV,
al fine di verificare la possibilita di individuare livelli di BKV DNA urinari predittivi di
viremia e di danno renale. Questo potrebbe consentire un trattamento precoce, al fine di
evitare la progressione verso il danno renale conclamato, mediante impiego delle seguenti
strategie: i) riduzione dell’immunosoppressione; ii) nuovi farmaci anti-virali; iii} terapia
cellulare con linfociti T citotossici BK V-specifici,

2)  Sulla scorta delle indicazioni ottenute dallo studio i vitro effettuato in precedenza, e
utilizzando metodiche messe a punto dal nostro gruppo, verra analizzata la risposta
immunitaria cellulare specifica per BKV in pazienti sottoposti a trapianto renale, con lo .
scopo di individuare condizioni di immunodeficienza specifica eventualmente associate al
rischio di sviluppo di patologia BKV-correlata, { test utilizzati in questa fase della ricerca
potrebbero essere utilizzati anche per la valutazione dell’efficacia clinica di un irattamento
preventive.

Metoddologia

1l programma di ricerca prevede le seguenti, ulteriori fasi:

1. Arruelamento dei pazienti: nei pazienti sottoposti a trapianto di rene e segum presso IPUnita
Operativa di Nefrologia dell’Istituto Gaslini di Genova la pregressa esposizione al virus BK.
verra valutata mediante studio sierologico pre-trapianto. Nei pazienti sieronegativi pre-trapiantc
verra valutata la sierologia del donatore.

2. Monitoraggio della infezione attiva da BKV anella popolazione oggetto di studio: in quests
fase & previsto il monitoraggio con tecniche di PCR qualitativa/quantitativa della presenza di




DNA virale su campioni di siero e urine, 1 ’analisi sequenziale della viruria, confrontata ai dati
di viremia, potrebbe consentire di individuare livelli di BKV-DNA urinari predittivi di viremia e
danno renale, contribuendo cosi a evidenziare gruppi di pazienti a rischio di sviluppare
complicanze virus-correlate. Verranno arruolati in protocolli terapeutici innovativi i pazienti con
le seguenti caratteristiche: pazienti con nefropatia interstiziale virus-correlata (identificazione ¢
quantificazione del DNA virale nel tessuto renale); pazienti con persistente presenza di quantita
elevate di DNA virale nelle urine ¢/0 nel plasma.

Valutaziene dell’immunita cellulare BKV-specifica dopo trapianto renale: in questa fase ¢
previsto una valutazione prospettica dell’immunita cellulare BXV-specifica, mediante
monitoraggio seriato dei seguenti parametri: 1) attivitd citotossica virus-specifica di linee CTL.
tiattivate dal periferico dei pazienti, misurata in test standard di lisi di cellule target recanti gli
antigeni rilevanti, e comparata con la lisi di cellule non infettate; ii) analisi della frequenza di
precursori T cellulari virus-specifici, mediante valutazione della produzione specifica di
citochine in saggio ELISPOT.

Generazione di linee cellulari T citotossiche (CTL) virus-specifiche; 'attivazione di CTL
vitus-specifici verra ottermita attraverso il seguente schema: a) preparazione di popolazioni- di
cellule presentanti 1 antigene (APC), da utilizzare per stimolare in viiro la tattivazione di CTL
virus-specifici. In particolare, partendo da cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC)
di donatori immunocompetenti e dei pazienti oggetto dello studio, verranno generate cellule
dendritiche pulsate con BKYV inattivato; b) stimolazione in vitro di PBMC di donator
immunocompetenti e dei pazienti oggetto dello studio con le APC descritte al punto a. Verranno
stabilite le condiziont ottimali, n termini di numero di cellule responder, numero di APC e dose
di antigene da utilizzare per pulsare la cellula dendritica per ottenere la riattivazione in vitro di
popolazioni di cellule T citotossiche CD8+, HLA-classe I-ristrette o nom ristretie virus-
specifiche.

Analisi delle caratteristiche di specificitd e di sterilitd dei CTL virus-specifici: 1 CTL,
ottenuti secondo il protocollo descritto al punto 3, verranno valutati per immuncfenotipo di
membrana mediante marcatura con anticorpi monoclonali e analisi citofluorimetrica, per
stabilire le percentuali relative delle sottopopolazioni presenti nella linea. Inoltre, le linee
saranmo testate in un saggio di citotossicita standard a 5 ore contro un pannelio di cellule target,
tra cui APC infettate e non infettate, e cellule non emopoietiche autologhe o allogeniche, per
determinarne la specificita. Il prodotto finale verra sottoposto a rigorosi test per escludere fa
presenza di inquinanti batterici, virali e micotici, ed analizzato per escludere la presenza di
endotossine, e quindi criopreservato in aliquote (1 dose di 10x10° CTL per aliquota) per
Vinfusione. _
Somministrazione delle linee CTL virus-specifiche: due dosi da 1-2X10" CTLs verranno
somministrate per via endovenosa, a distanza di circa 15 giorni, ai pazienti considerati eleggibili
per essere arruolati nel protocollo di terapia cellulare, dopo aver ottenuto un consenso
informato. 1 CTL scongelati verranno risospesi in soluzione fisiologica addizionata del 5% di
albumina umana in un volume finale tra 10 e 20 mL prima dell’infusione. Le infusioni potranno
essere ripetute in caso di necessita e previo nuovo controllo dei criteri di eleggibilita.
Monitoraggio degli eventuali effetti coliaterali e valutazione dell’efficacia clinica del
trattamento: in questa fase & prevista la valutazione dell’efficacia clinica del trattamento
cellulare adottivo attraverso controlli dell’ obiettivitd clinica, dei parametri biochimici rilevanti
alla patologia in esame, ¢ di idonee valutazioni istologiche quando necessarie. Controlli seriati
dei livelli di DNA virus-specifico permetteranno di correlare le eventuali modificazioni de
parametri sopra mportatl con la possibile attivitd anti-virale osservata in vivo. Saranno inoltre
raccolti campioni seriati di cellule mononucleate del sangue periferico per Ieffettuazione di
eventuali studi di efficacia immunologica. Il monitoraggio di eventuali effetti avversi dovuts
alPinfusione di CTL sara condotto secondo i criteri standard stabiliti dal WHO,




8.

Valutazione deila vicostituzione dellimmuomita cellulare virus-specifica prima e dopo
somministrazione delle linee in protocolli di immunoterapia adottiva: la ricostituzione
dell’immunita cellulare virus-specifica dopo infusione dei CTL autologhi verrd valutata come al
punio 3. ‘
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