
RACCOLTA E TRAPIANTO
DI 

CELLULE STAMINALI
EMOPOIETICHE 



TRAPIANTO DI CELLULE 
STAMINALI EMOPOIETICHE

E’  la   trasfusione   di   cellule
staminali emopoietiche prele-
vate  in quantita’ adeguata da
un  donatore idoneo (trapianto
allogenico)  o  dal  paziente 
stesso (trapianto autologo)



HEMATOPOIETIC STEM CELL TRANSPLANTATIONHEMATOPOIETIC STEM CELL TRANSPLANTATION

TYPE OFTYPE OF DONORDONOR HLAHLA SOURCESOURCE
TRANSPLANTTRANSPLANT MATCHINGMATCHING OF HSCOF HSC

SYNGENICSYNGENIC SIBLINGSIBLING IDENTICALIDENTICAL BM or PBBM or PB

ALLOGENICALLOGENIC SIBLINGSIBLING IDENTICALIDENTICAL
UNRELATEDUNRELATED IDENTICALIDENTICAL

or MISMATCHEDor MISMATCHED
BM, PB, CBBM, PB, CB

SIBLINGSIBLING
PARENTPARENT MISMATCHEDMISMATCHED
CHILDCHILD

AUTOLOGOUSAUTOLOGOUS SELFSELF BM or PBBM or PB





FREQUENZA DELLE CELLULE 
STAMINALI CD34

• MIDOLLO OSSEO:
CONDIZIONI BASALI 1% 
STIMOLATO 5%

• SANGUE PERIFERICO
CONDIZIONI BASALI 0.1%
STIMOLATO 1%



RACCOLTA CELLULE STAMINALI
MIDOLLO

ASPIRAZIONI MULTIPLE DALLA CRESTA ILIACA 
POSTERIORE IN ANESTESIA GENERALE.

(cresta iliaca anteriore e sterno)

IL MIDOLLO VIENE ASPIRATO, PROCESSATO E 
QUINDI CRIOPRESERVATO

O SUBITO REINFUSO



RACCOLTA DI CELLULE STAMINALI DA MIDOLLO OSSEO



RACCOLTA CELLULE STAMINALI
SANGUE PERIFERICO

• La raccolta di cellule staminali da sangue periferico 
avviene tramite passaggio del sangue in una 

macchina che e’ in grado di identificare le cellule
staminali e di trattenerle, restituendo tutte le altre 

cellule al paziente.

• Le cellule staminali cosi’ raccolte vengono 
concentrate e criopreservate o subito reinfuse.



RACCOLTA DI CELLULE STAMINALI DA SANGUE PERIFERICO



Criopreservazione delle cellule staminali 
emopoietiche (CSE)

•CSE vitali per 2-3 giorni a temperature > a t. di congelamento
•La criopreservazione mantiene inalterate le caratteristiche

biologiche oltre i limiti di tempo naturali.
•Si esegue con congelatore programmato in azoto liquido

•Possibili danni della crioconservazione:
1. Cristalli di ghiaccio e danno degli organuli cellulari
2. Cristalli di ghiaccio extracellulari e disidratazione delle cellule
3. Reidratazione ed espansione delle cellule durante 

lo scongelamento
4. Funzionamento parziale degli enzimi cellulari a basse

temperature con possibile accumulo di metaboliti tossici 
intermedi



Criopreservazione delle cellule staminali 
emopoietiche (CSE)

Crioconservante:
dimetilsulfossido (DMSO) al 5-10%
(disidratazione parziale intracellulare)

Principi base:
•DMSO aggiunto al plasma pochi ml alla volta mentre viene
raffreddato su ghiaccio (reazione esotermica) → midollo

•Viene mantenuto lo stesso profilo termico delle componenti
della miscela 

•Controllo della velocità di raffreddamento



Crioconservazione e scongelamento

•A lungo termine a -196 °C, a -80°C per brevi periodi

•Tempo 3-5 anni  (max 10 anni ma con controllo della
vitalità)

•Scongelamento delle sacche a bagno maria (37-38°C)
nel più breve tempo possibile

•Reinfusione subito dopo lo scongelamento               



Trapianto di cellule staminali emopoietiche
autologhe

ØCondizionamento: intensificazione della chemioterapia 
ovvero chemioterapia ad alte dosi

ØReinfusione delle CSE autologhe: funzione di “salvataggio”

ØEfficacia terapeutica dal regime di condizionamento NON
dalla reinfusione delle CSE autologhe



Trapianto di CSE allogeniche e sistema HLA



Condizionamento

- mieloablativo
- immunosoppressivo

cellule staminali 
emopoietiche

Trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche

chimerismo completo

donorLy



cellule staminali 
emopoietiche

Trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche
donor

reazione del trapianto
verso l’ospite 

(GVHD)

ricostituzione emopoietica

Ly

effetto anti-tumorale
(GVL)

Transplant Related Mortality
(TRM)



GvL vs GvHD

GvHD

Minore prob. di ricaduta 

Maggiore GvHD + GVL

Minore GvHD - GVL

Maggiore prob. di ricadutaRicaduta

GvHD
Ricaduta

Graft-versus-Host reaction













GRADING  GVHD 
ORGANO ESTENSIONE STADIO GRADO

CUTE RASH < 25%
25-50%
> 50%
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PERF.ST.

BILIR.
mg%

DIARREA
ml/die

DOLORE ILEO

COMPROMISS.

2-3
3.1-6
6.1-15

>15
>500
>1.000
>1.500

I° III°II° IV°

FEGATO

INTESTINO



SIGNS & SYMPTOMS of Chronic GVHD
ORGAN/SITE

SKIN Erythema, maculopapular rash, pruritus, poikiloderma, lichen-
like features

NAILS dystrophy

SCALP alopecia

MOUTH Lichen, xerostomia, mucositis

EYES Keratoconjunctivitis sicca, photophobia, blepharitis

GI tract Strictures of oesophagus, anorexia, weight loss

LIVER Bilirubin or ALP > 2 x ULN

LUNG BOS

MUSCLES, JOINTS Fascitis, joint contractures, myositis, cramps, arthralgias

HEMATOPOIETIC & 
IMMUNE

Thrombocytopenia, eosinophilia, lymphopenia



ØMaggiore RR dei pz sottoposti ad Auto-SCT/Singenico vs Allo-SCT
Ø RR dopo T-deplezione
Ø¯ RR in pz che sviluppano aGVHD e/o cGVHD
ØRC post DLI

Un CONDIZIONAMENTO MIELOABLATIVO è 
la “conditio sine qua non”

per eseguire un ALLO-SCT e curare una neoplasia ematologica?



ØMaggiore RR dei pz sottoposti ad Auto-SCT/Singenico vs Allo-SCT
Ø RR dopo T-deplezione
Ø¯ RR in pz che sviluppano aGVHD e/o cGVHD
ØRC post DLI

Esiste una GVT, mediata dai Ly T del donatore, diretta verso 
Ag minori dell’HLA e Ag associati alla neoplasia

Un CONDIZIONAMENTO MIELOABLATIVO è 
la “conditio sine qua non”

per eseguire un ALLO-SCT e curare una neoplasia ematologica?



Un CONDIZIONAMENTO MIELOABLATIVO è 
la “conditio sine qua non”

per eseguire un ALLO-SCT e curare una neoplasia ematologica?

ØMaggiore RR dei pz sottoposti ad Auto-SCT/Singenico vs Allo-SCT
Ø RR dopo T-deplezione
Ø¯ RR in pz che sviluppano aGVHD e/o cGVHD
ØRC post DLI

Esiste una GVT, mediata dai Ly T del donatore, diretta verso 
Ag minori dell’HLA e Ag associati alla neoplasia

vCondizionamento mieloablativo (>Tox)
vCondizionamento ad intensità ridotta (< Tox)
vCondizionamento immunosoppressivo (<< Tox)



Su che cosa si basa un 
TRAPIANTO DI CSE NON MIELOABLATIVO ?

ØCONDIZIONAMENTO AD INTENSITA’ RIDOTTA

ØCHIMERISMO MISTO DONATORE/RICEVENTE 

ØGRAFT versus TUMOR PIU’ VELOCE E COMPLETA



Barrett et al, BJH 2000

Esiste un solo tipo di Allo-SCT non mieloablativo?



Esiste un solo tipo di Allo-SCT non mieloablativo?
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Mieloma multiplo

3%

7%
11%

6%
29%

17% 18%

Leucemia linfoblastica acuta
Leucemia mieloide cronicaLeucemia mieloide acuta

Immunodeficienze e disordini congeniti 
Mielodisplasia alto rischio

Talassemia
Linfomi

Neuroblastoma
Anemia aplastica severa

Mielofibrosi idiopatica

8%

45%

4%

8%

35%

Patologie dei pazienti 
in ricerca nel 1990

Patologie dei pazienti 
in ricerca nel 2009

Patologie dei pazienti in ricerca

































PROBABILITA’  DI IDENTIFICARE UN 
DONATORE
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PENSACI...ABBIAMO BISOGNO ANCHE DI TE!!!







Linfocita T Anticorpo specifico 
verso il Tumore 

Transmembrana

Chimeric Antigen Receptor

TCR

TCR
(recettore 
Linfocita T)

CAR

Linfocita T Anticorpo specifico 
verso il Tumore 

TransmembranaMembrana

Dominio che lega 
cellula tumorale



CAR T-Cell Therapy Fights Cancer with a Live Weapon

CAR-T cells





Different CAR generation

Kuwana et al. Biochem Biophys Res Commun 1987; Gross et al. Transplant Proc
1989; Hartmann et al., EMBO Mol Med. 2017

Cytotoxicity
Proliferation/cytokine production

Survival



CAR T-Cell Therapy Fights Cancer with a Live Weapon

Killing mechanisms of CAR-T cells:
- Perforin and granzyme axis: targeting 

antigen positive fraction

- Cytokine secretion: stromal cell
sensization

- Fas and FasL axis: targeting antign-
negative fraction

Benmebarek et al., IJMS 2019 



Emerging immunotherapies will enhance the immune 
response against tumor cells



Mostolizadeh. Numer Algebra Control Optim. 2018;8:63. Wang. Exp Hematol Oncol. 2012;1:36.
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CD19 expression is restricted to B-cells and possibly follicular dendritic cells 

CD19 is not expressed on pluripotent bone marrow stem cells

CD19 is expressed on the surface of most B-cell malignancies 

Antibodies against CD19 inhibit growth of tumor cells
B-cell lymphomas and

leukemiasPre B-ALL Myelomas

Stem cell Pre B Immature B Mature B Plasma cellPro B
CD19

CD22
CD20

Mostolizadeh. Numer Algebra Control Optim. 2018;8:63.Wang. Exp Hematol Oncol. 2012;1:36.
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CD19 expression



Scholar 1 study in r/r DLBCL patients

Crump et al., Blood 2017

SCHOLAR-1
(N=636) 

Included patients with:

- Primary refractory disease
- Refractory to ≥2 lines of 

therapy
- Relapse ≤12 months post 

ASCT 

Median OS: 6.3 
months

20% of patients
alive at 2 years



Pivotal phase II DLBCL Trials (≥ 2 lines of therapy)
TRASCEND-NHL-001 trial

Lisocabtagene maraleucel

Locke et al., Lancet Oncol, 2019; Schuster et al., NEJM 2019; Abramson et al., Lancet 2020 

JULIET trialZUMA 1 trial
Axicabtagene Ciloleucel (Axi-cel)

Vector: Retrovirus Vector: Lentivirus Vector: Lentivirus

Starting material: PBMCs Starting material: CD3+ Starting material: CD4/CD8



Pivotal Anti CD19 CAR T Cell Therapy Trials in DLBCL



Real Life experiences outcomes 

Axi-cel Tisa-cel

Nastoipil et al., JCO 2020 Pasquini et al., Blood Adv 2020

Bachy et al. Nat Med 2022



Chiappella et al., Leukemia 2024

Italian Real life experience

PFS

OS



Comparison of 2ys outcome with ZUMA-1 vs. salvage chemotherapy in 
refractory DLBCL

Neelapu et al., Blood Adv 2021

↓ 73% risk
of death

RatioSCHOLAR-1ZUMA-1
2.7 (1.7-3.8)26 (22-32)71 (46-91)12-mo OS rate (95% CI), % 

2.7 (1.4-4.3)20 (16-26)54 (30-80)24-Mo OS rate (95% CI), % 

25.6 (6.0-NE)5.4 (4.6-6.3)31 (11.5-NE)Median OS (95% CI), mo



Can CAR-T cell beat autoSCT in 2nd line?



Randomized Ph3 Studies (CAR-T vs. SOC ASCT): EFS

ORR: 83% vs. 50%
CR: 65% vs. 32%

ORR: 86% vs. 48%
CR: 66% vs. 39%

ORR: 46.3% vs. 42.5%
CR: 28.4% vs. 27.5%

Locke et al., NEJM 2022, Kamdar et al., Lancet 2022; Bishop et al., NEJM 2022



Primary EFS endpoint: Axi-cel and Lisa-cel are superior to 
SOC 

Locke et al., NEJM 2022; Kamdar et al., ASH 2021

Median FU: 24.9 months Median FU: 6.2 months



HCT and CART cell activity over time for DLBCL _ EBMT 
registry



Current Status of CD19-CAR-T: Mantle Cell Lymphoma

Brexu-cel; ZUMA 2

Wang, et al. JCO 2023



Current Status of CD19-CAR-T: Follicular Lymphoma

Jacobson, et al. Lancet Onc 2022; Dreyling, at al. Proc ASH 2022 Fowler, et al. Nat Med 2022.; Morschhauser, et al. Proc ICML 2023

ocabtagene Maraleucel 
TRANSCEND-FL

LisTisagenlecleucel 
Elara

Axicabtagene Ciloleucel 
ZUMA-5

10797n 124

343Median # prior lines
67%78%68%Chemorefractory
54%60%55%POD24
94%68%79%CR rate
NRNRNRMedian PFS, m
81% at 12m57% at 24m65% at 18mPFS
58/149/082/7CRS (Any/severe) %
15/24/159/19NT (Any/severe) %



AIFA indications_Lymphoma
• DLBCL (18-75 anni)

• Axi-cel: 
• II linea in refrattari e recidiva < 12 mesi  (Autunno 2023)
• Dalla III linea in poi 

• Tisa-cel:
• Dalla III linea in poi 

• Liso-cel (Febbraio 2024):
• Dalla III linea in poi

• PMBCL (18-75 anni)
• Axi-cel: dalla III linea in poi 
• Liso-cel (Febbraio 2024): dalla III linea in poi

• MCL (> 18 anni)
• Brexu-cel: dalla III linea in poi (almeno un BTKi)

• FL (> 18 anni)
• Axi-cel: dalla 4^ linea in poi
• Tisa-cel: dalla 3^ linea in poi
• Liso-cel: grado 3B dalla III linea in poi (18-75 anni)



Maude. NEJM. 2018;378:439.

ELIANA: Tisagenlecleucel in Children and Young Adults With R/R B-ALL

§ International, open-label, single-arm phase II 
study (N = 92)

‒ Patients aged 3-21 yrs with relapsed or 
refractory B-cell ALL

‒ Patients underwent lymphodepletion with 
fludarabine + cyclophosphamide followed by 
single-dose tisagenlecleucel

‒ At baseline: median number of prior therapies, 
3; prior allogeneic SCT, 46%; median BM blast 
count at time of treatment, 74%

§ ORR at 3 mos: 81%
Outcome, % Mo 6 Mo 12
OS 90 76
Event-free survival 73 50
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KarMMa: Idecabtagene Vicleucel for R/R Multiple Myeloma

Rodriguez-Otero et al., NEJM 2023





Bio CAR-T BS study Flow Chart



Timing of toxicities

98% of all patients recovered from neurologic adverse reactions
98% of all patients recovered from CRS

CRS

Days 14 2870

CAR T cells in the 
blood

CAR T cell infusion

Neurologic toxicities

CRS median 
onset day 2

CRS median 
duration is 7 days Neurologic toxicity 

median duration is 17 days

Neurologic toxicity 
median onset day 4

Adapted from Lee DW, et al. Blood. 2014;124:188-195. 2. 

Neutropenia





CLINICAL SYMPTOMS

Ø fever
Ø hypotension
Ø widespread organ dysfunction

From mild flu-like  
symptoms

Severe  inflammatory  
syndrome

10

CLINICAL EFFECTS

Riegler and al., Therapeutics and clinical risk managment, 2019

Cytokine release syndrome (CRS)

Ø Symptoms of CRS: not 
unique to CRS

Ø Exclude other causes 
of fever: Infection+++

Ø Differentiate from HLH
Ø For the most part: CRS 

not after D14



Factors associated with risk of CRS

CAR product Patient and Disease

• High tumor burden before LD (i.e BM 
involvement; TMTV; LDH)

• Aggressive disease vs Indolent

• Endhotelian Activation signs ( elevated
CRP, Thrombocytopenia)

• mEASIX score = (lactate dehydrogenase
[LDH in U/L] x C-reactive protein [CRP 
in mg/dL]/platelets [PLTs in 109 cells/L])

• Costimulatory domain: CD28 vs 4-1BB

• CD4/CD8 ratio

• Cell dose

• Peak of in vivo expansion

Other factors

• Lymphodepletion regimen

• Early onset CRS (< 2 days)
Lee DW, et al. Lancet. 2015;385:517–528.
Neelapu SS, et al. Nat Rev Clin Oncol. 2018;15:47–62.
Hay KA, et al. Blood. 2017;130(21):2295-2306.



CAR-T toxicities in Clinical trials



Grade 4Grade 3Grade 2Grade 1Parameter
Temp ≥ 38°CTemp ≥ 38°CTemp ≥ 38°CTemp ≥ 38°CFever

with
Requiring multiple 

vasopressors (excluding 
vasopressin)

Requiring a vasopressor 
with or without 

vasopressin

Not requiring 
vasopressors

NoneHypotension

and/or
Requiring positive 
pressure (eg, CPAP, 

BiPAP, intubation, and 
mechanical ventilation)

Requiring high-flow 
nasal cannula, 

facemask, 
nonrebreather mask, or 

Venturi mask

Requiring low-
flow nasal 

cannula or blow-
by

NoneHypoxia

Lee. Biol Blood Marrow Transplant. 2019;25:625.

ASTCT Guidelines for Grading of CRS



Grado 2
Temperatura ≥ 38 °C associata a :
- Ipotensione che non necessita di 
vasopressori e/o
- Ipossia che richiede O2 a basso 
flusso (≤ 6 l/min)

Grado 3
Temperatura ≥ 38 °C associata a :
- Ipotensione che necessita di 
vasopressore e/o
- Ipossia che richiede O2 ad alto  
flusso (≥ 6 l/min) o Venturi

Grado 4
Temperatura ≥ 38 °C associata a :
- Ipotensione che necessita di 
associazione di vasopressori e/o
- Ipossia che richiede ossigenazione 
a pressione positiva

Grado 1
Temperatura ≥ 38 °C
SENZA ipotensione e ipossia

Allertare la Terapia Intensiva

TRASFERIRE IN TERAPIA INTENSIVA

Eseguire emocolture  e i test microbiologici del caso e iniziare antibiotici ad ampio spettro e terapia sintomatica (fluidi, paracetamolo etc) NON UTILIZZARE 
CORTICOSTEROIDI PER ALTRI MOTIVI AL DI FUORI DEL TRATTAMENTO DELLA CRS/ICANS

TOCILIZUMAB ev 8 mg/kg (max 800 mg) i.c in 1 ora da eseguire prima o contestualmente 
al trasferimento in Terapia Intensiva

DESAMETASONE ev 20 
mg/6h per 3 gg poi scalare 
rapidamente nell’arco di 3-7 
gg

In mancanza di 
miglioramento entro 3 gg e 
in assenza di altre diagnosi

- Ripetere TOCILIZUMAB (III 
dose)
- Aggiungere DEXA ev 10 mg/6h 
per 1-3 gg

Considerare TOCILIZUMAB ev 8 
mg/kg (max 800 mg)

Se peggioramento

Se peggioramento

1° Re-assessment dopo 8 h: in assenza di miglioramento II dose TOCILIZUMAB ev 8 mg/kg (max 800 mg) 

DESAMETASONE ev 10 
mg/6h per 1-3 gg

2° Re-assessment dopo 8 h: in assenza di miglioramento

- Ripetere TOCILIZUMAB (III dose)
- Aumentare DEXA ev a 20 mg/6h 
per 1-3 gg

- Ripetere TOCILIZUMAB (III dose)
- Iniziare Urbason 1000 mg/die per 3 
gg poi 250 mg x2/d per 2 gg e 60 mg 
x2/d per altri 2 gg

CRS management according ASCTC

Lee. Biol Blood Marrow Transplant. 2019;25:625. 



Tocilizumab

Neelapu et al., Nat Rev Clin Oncol 2018



• Attivazione endoteliale

• Permeabilità microvascolare

• Alterazione della barriera emato-encefalica

• Increased level of cytokines:

IL1a, IL6, IL10, G-CSF, TNFα, IFNγ, IFNα2, FLT3L, 

eotaxin, fractalkine, and  GRO

Santomasso et al., cancer discovery, 2018Morris et al.,Nature rev/immunology 2022

Neurotossicità
ICANS= Immune effectors Cells Associated Neurologic Syndrome



Yáñez et al., HemaSphere 2019

BEE NORMALE CAR-T cells: ↑ TNF 𝛼 e INFy ↑ citochin (IL6, IL10; TNF 𝛼 e INFy) 
--> attivazione microglia







Grado 3
- Alterazione severa dello stato di 
coscienza (risveglio ai soli stimoli tattili)
- Crisi epilettica parziale o generalizzata 
con risoluzione rapida o stato epilettico 
non convulsivante all’EEG che si risolve 
con intervento medico
- Segni di edema cerebrale focale alla RM 
- ICE score (età ≥ 12 aa)= 0-2

Grado 2
- Alterazione dello stato di 
coscienza (con risveglio a 
stimoli verbali)
- ICE score (età ≥ 12 aa)= 3-6

Grado 1
- Alterazione dello stato di 
coscienza (con risveglio 
spontaneo)
- ICE score= 7-9

Grado 4
- Paziente non risvegliabile. Stupor o coma
- Crisi epilettica prolungata (> 5 min), o crisi 
epilettiche ripetute 
- Debolezza muscolare severa focale 
(emiparesi o paraparesi)
- Edema cerebrale diffuso o postura 
decerebrata/decorticata o paralisi del VI 
nervo cranico, o papilledema o triade di 
Cushing
- ICE score (età ≥ 12 aa)= nv

c

Allertare la Terapia Intensiva per possibile trasferimento
Allertare il consulente neurologo

Misure di protezione vie aeree: sollevamento testa 30°, sospendere nutrizione orale, passare da terapia orale a 
terapia ev

- Eseguire EEG
- RM e PL se clinicamente 
indicato
- Monitorare strettamente
- Levetiracetam 500 mg x2/d 

EEG giornaliero, fondo oculare, RM e poi LP (se non controindicata)

Se crisi epilettiche: seguire indicazioni consulente neurologo

Se associazione con CRS: TOCILIZUMAB ev 8 mg/kg (max 800 mg) (vd CRS) 

Terapia con corticosteroidi

DESAMETASONE ev 10 mg/6h per 1-
3 gg

DESAMETASONE ev 20 mg/6h per 1-3 
gg

- Urbason 1000 mg/d per 3 gg poi 
250 mg x2/d per 2 gg e 125 mg x2/d 
per altri 2 gg, 60 mg x2/d
- Discutere alternative

N.B. Se ICANS G1 
associata a CRS G1 
è consigliabile 
trasferire il 
paziente il Terapia 
Intensiva

TRASFERIRE IN TERAPIA INTENSIVA

Grading Neurotossicità (ICANS)
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Immune Effector Cell-Associated Hemophagocytic Lymphohistiocytosis-Like Syndrome (IEC-HS) 

Gestione della tossicità post terapia con cellule CAR-T in paziente affetto da MCL

Prevalenza: <5%

Mortalità: >50%

Hines MR, Knight TE, et al. Immune Effector Cell-Associated 
Hemophagocytic Lymphohistiocytosis-Like Syndrome. 
Transplant Cell Ther. 2023



Long-term follow-up of CD19-CAR Tcell therapy 

Epperly et al. Hematology 2023 | ASH Education Program 





Study of clonal hematopoiesis on patients undergoing CAR-T cells therapy

(ClonHema-CAR-T Study)

PI: Prof. D. Russo

ClonHema-CAR-T Study

ü Approved by Ethical Committee of Brescia (NP 5554)

- Bergamo – A. Rambaldi
- Brescia – D. Russo
- Firenze - R. Saccardi
- Milano (Humanitas Cancer Center) – S. Bramanti
- Milano (San Raffaele) – F. Ciceri
- Milano (Niguarda) – G. Grillo 
- Napoli – F. Pane
- Padova – A. Biffi
- Palermo – M. Musso
- Pescara – M. Di Ianni
- Reggio Calabria – M. Martino
- Roma (Gemelli) – S. Sica
- Roma (Umberto I) – A.P. Iori
- Vicenza – C. Borghero
…… 

T0

Ly-apheresis
CAR-T cells

infusion

- BMA
- BMB
- Karyotype
- Sample to be stored 

for NGS analysis 

T1

+90 days from CAR-T cells: 
cytopenia in at least 1 line 

New onset of persistent 
cytopenia later than +90

T2

Within 2 months 
before Ly-apheresis*

- BMA 
- BMB
- Karyotype
- Sample to be stored 

for NGS analysis 

- BMA
- BMB
- Karyotype
- Sample to be stored 

for NGS analysis 



Factors associated with the response to CAR-T

Patients
features 

Disease 
carachteristics 

CAR-T cells & 
T-cells fitness 



Not all T cells are created
equally

Gattinoni L et al. Nat. Med. 2017; Gattinoni L et al. Nat. Rev. Cancer 2012

T-cells fitness 

Impairment of antitumor efficacy with 
progressive T cell differentiation



BIO-CAR-T BS Study: Pre-emptive/early Ly-apheresis program

1st Line              2nd line

Ly-apheresis

Farina et al., Cancers 2022

«PRE-EMPTIVE Ly-apheresis»

HIGH RISK DLBCL patients
• PRIMARY REFRACTORY
• PET+ before ASCT
• RELAPSE WITHIN 1 year

Ly-apheresis

1st Line              2nd line

Ly-apheresis

1st Line              2nd line

T-cells subsets study @ Ly-apheresis

NCT05366569

PRE_EMPTIVE STANDARD_NO ASCTSTANDARD_WITH ASCT
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

C
D

4/
C

D
8 

ra
tio

CD4/CD8 ratio

PRE_EMPTIVE

STANDARD_
NO ASCT

STANDARD_
WITH ASCT

p 0.01

✱✱

✱

p 0.002

PRE_EMPTIVE STANDARD 
NO ASCT

STANDARD 
WITH ASCT

CD3+CD4+ Ly-subsets CD3+CD8+ Ly-subsets

Naïve Centr. Mem. Eff. Mem. Term. Diff. 
0

200

400

600

1000

2000

C
D

3+
C

D
8+

/u
L

CD3+CD8+ Ly-subsets 

PRE_EMPTIVE

STANDARD_
NO ASCT

STANDARD_
WITH ASCT

ns p 0.06
✱

✱

p 0.05

p 0.05

Naïve Centr. Mem. Eff. Mem. Term. Diff. 
0

50

100

150

200
300

400

500

600

C
D

3+
C

D
4+

/u
L

CD3+CD4+ Ly-subsets 

PRE_EMPTIVE
STANDARD_
NO ASCT

STANDARD_
WITH ASCT

✱✱
p 0.002

✱✱
p 0.001

✱
p 0.05

Naïve Centr. Mem. Eff. Mem. Term. Diff. 
0

50

100

150

200
300

400

500

600

C
D

3+
C

D
4+

/u
L

CD3+CD4+ Ly-subsets 

PRE_EMPTIVE
STANDARD_
NO ASCT

STANDARD_
WITH ASCT

✱✱
p 0.002

✱✱
p 0.001

✱
p 0.05

CD3+/CD4+ ratio
p 0.01

CD4+/CD8+ ratio



Rejeski et al. Transpl and Cell Ther 2023

AVOID 
DETERIORATION 

of  HOST FACTORS

AVOID TUMOR-
INTRINSIC 

RESISTANCE

Patients features 

Disease characteristics 

Strategies to optimize CAR-T cells
therapy    

CAR-T cells product

IMPROVE T cells
FITNESS

OPTIMIZE CAR-T 
cells



Sivori et al., J. Clin. Med. 2019; Liu et al., NEJM 2020

NO CRS or Neuro TOX

NK cells as alternative source of CAR-T



Lekakis et al., ASH 2021 Abs 649; Shah et al., ASH2021 Abs 302; Neelapu et al. ASCO 2022, Abs 7509

Efficacy in phase 1 allogeneic CAR-T trials in r/r DLBCL

- No GVHD, 
Grade ≥3 NE or 
CRS

- ↑ grade ≥3 
infections


