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Stato dell’arte

Il linfoma diffuso a grandi cellule B (DLBCL) & il tipo pitt comune di linfoma non-Hodgkin,
rappresentando circa un terzo dei casi (1). Nonostante i progressi terapeutici, il 30-40% dei
pazienti recidiva o & refrattario (DLBCL R/R) entro un anno dal trattamento iniziale (2). Fino
a poco tempo fa, le opzioni per questi pazienti si basavano principalmente sulla

chemioterapia, con tassi di remissione completa (RC) molto bassi (circa 7%) e una
sopravvivenza mediana di 6,2 mesi (3).

Per affrontare questo "unmet clinical need", la ricerca si & concentrata su terapie pill efficaci
€ meno tossiche, puntando in particolare sulla stimolazione del sistema immunitario (4). In
questo contesto, gli anticorpi bispecifici CD20/CD3, noti come BiTEs (T-Cell Engager), si
sono dimostrati promettenti. Legandosi simultaneamente ai linfociti T del sistema
immunitario e alle cellule B tumorali, avvicinano stericamente le due cellule attivando
lattivita citotossica dei linfociti contro le cellule maligne (5). Tra i BiTEs, il Glofitamab ha
mostrato risultati pit che incoraggianti, con tassi di RC intorno al 30-40% e una bassa
incidenza di eventi avversi significativi in pazienti affetti da DLBCL R/R pesantemente
pretrattati (6, 8). Inoltre, il Glofitamab ha alcuni vantaggi rispetto ad altre immunoterapie:
non richiede lunghi tempi di preparazione e ha una durata fissa di trattamento, rendendolo
una soluzione pit pratica e potenzialmente pil sicura (8).

Tuttavia, nonostante questi progressi, una porzione significativa dei pazienti non risponde
ai BiTEs o sperimenta una progressione della malattia. Questo evidenzia la necessita di
comprendere meglio i meccanismi di resistenza a queste terapie e di sviluppare strumenti

prognostici piti accurati per identificare i pazienti che potrebbero beneficiare maggiormente
di tali trattamenti.

I DLBCL R/R & una malattia estremamente eterogenea, caratterizzata da variabilita
genetica e da esiti clinici difficili da prevedere (9). Gli attuali strumenti prognostici, infatti, si
basano su caratteristiche cliniche pre-trattamento e non tengono conto dei cambiamenti,
anche e soprattutto a livello genomico, che avvengono durante il corso della terapia e che,
probabilmente, sono responsabili della cattiva prognosi (10).

In questo contesto, il DNA libero circolante (cfDNA), costituito da frammenti di DNA rilasciati
nel flusso sanguigno da cellule apoptotiche e necrotiche provenienti da vari tessuti, ha
suscitato un crescente interesse (11). In particolare, il DNA tumorale circolante (ctDNA), una
sottoclasse del cfDNA derivante dalle cellule tumorali, rappresenta una fonte facilmente
accessibile e non invasiva di informazioni sulle mutazioni e i cambiamenti genetici del
tumore (12). Questo approccio consente di monitorare in tempo reale I'evoluzione della
malattia e di individuare i meccanismi genetici responsabili della resistenza a vari tipi di
trattamento (13). Studi recenti hanno dimostrato che I'analisi del ctDNA pud distinguere con
maggiore precisione i pazienti che rispondono alla terapia da quelli che non lo fanno,



offrendo nuove opportunita per la personalizzazione delle terapie e il miglioramento degli
esiti clinici nel DLBCL (14, 19),

Impatto e obiettivi della ricerca

Nonostante i progressi fatti, il cfDNA e il ctDNA non sono stati ancora studiati
approfonditamente nel DLBCL R/R trattato con nuove immunoterapie, come il Glofitamab.
Di conseguenza, mancano biomarcatori predittivi in grado di prevedere |a risposta al
trattamento e comprendere i meccanismi di resistenza a questo e ad altri BiTEs. In questo
contesto, siamo convinti che I'analisi del cfDNA come fonte di ctDNA possa fornire
informazioni fondamentali per ottimizzare Ia gestione dei pazienti con DLBCL R/R trattati
con Glofitamab. Ci aspettiamo che questa analisi migliori la personalizzazione delle terapie,
contribuendo a identificare i pazienti con maggiore probabilita dj rispondere al trattamento,
riducendo i fallimenti terapeutici e migliorandone la prognosi.

Per questo motivo, con il presente studio ci poniamo i seguenti obiettivi:

1. ldentificare biomarcatori molecolari che correlino con e auspicabilmente predicano Ia
risposta al trattamento con Glofitamab.

2. Approfondire I'attuale comprensione dei meccanismi di resistenza a Glofitamab.

Affrontando questi aspetti cruciali, la ricerca ha il potenziale di migliorare significativamente
le decisioni terapeutiche e gli esiti per i pazienti affetti da DLBCL R/R, facilitando al contempo
un'erogazione pill precisa e sostenibile, anche economicamente, delle nuove
immunoterapie.

Metodologia della ricerca:

Questo studio osservazionale retrospettivo coinvolge una coorte di 80 pazienti con DLBCL
R/R trattati presso Ilstituto Clinico Humanitas tra gennaio 2018 e giugno 2023 con
I'anticorpo bispecifico anti-CD20/CD3 Glofitamab. Sono stati raccolti campioni di plasma e
cellule mononucleate del sangue periferico (PBMCs) a diversi timepoint (al baseline, dopo
il terzo ciclo di terapia e al termine del trattamento). Tutti i campioni sono conservati presso
il Biological Resource Center dell'lstituto Clinico Humanitas. | dati clinici dei pazienti sono
gia stati inseriti in un database dedicato.

Task 1 - Analisi longitudinale del ctDNA
» Caratterizzazione del carico mutazionale a| baseline.
 Identificazione di biomarcatori predittivi e determinanti di resistenza.

» Monitoraggio della persistenza del ctDNA come biomarcatore precoce di recidiva.

Per quanto riguarda il primo obiettivo, i campioni verranno analizzati utilizzando il metodo
Cancer Personalized Profiling by deep Sequencing (CAPP-Seq), una tecnica di
sequenziamento mirato basata su cattura ultrasensibile, focalizzata su regioni genomiche
ricorrentemente mutate. I cfDNA verra estratto da 2-5 ml di plasma, mentre il DNA germinale
(9DNA), estratto dai granulociti, sara utilizzato per escludere varianti germinali, polimorfismi



a singolo nucleotide (SNPs) ed errori di sequenziamento. Le librerie di sequenziamento e la
selezione ibrida verranno eseguite con un workflow integrato e semplificato. La qualita e la
concentrazione delle librerie saranno valutate rispettivamente mediante un sistema
elettroforetico automatizzato e metodi fluorometrici. E stato progettato un pannello di
sequenziamento mirato per 154 geni ricorrentemente mutati nei linfomi a cellule B,
utilizzando il portale HyperDesign con il genoma di riferimento hg19. Il sequenziamento sara
eseguito in modalita paired-end su una piattaforma lllumina, garantendo una copertura
>2000x su oltre I'80% della regione target. VarScan2 verra utilizzato per identificare

mutazioni somatiche, mentre una pipeline bioinformatica rigorosa filtrera errori di
sequenziamento e rumore di fondo.

Task 2 - Analisi del profilo di frammentazione del ¢fDNA prima e durante il trattamento
con Glofitamab

e |dentificazione di differenze biologiche tra pazienti sensibili e resistenti al Glofitamab.

Per ottenere il profilo di frammentazione del cfDNA, i frammenti saranno estratti dai bam-
files del cfDNA utilizzando i pacchetti R GenomicAlignments e GenomicRanges. Verranno
analizzate lunghezze di frammenti comprese tra 1 e 400 paia di basi (bp), creando una
matrice per la distribuzione delle dimensioni dei frammenti. | frammenti corti saranno definiti
come <150 bp, mentre quelli lunghi come >150 bp. Per caratterizzare Ia distribuzione delle
dimensioni dei frammenti contenenti mutazioni, i nomi saranno estratti dai bam-files di
ciascun campione utilizzando il pacchetto ctDNA tools in R.

Ruolo del candidato

Il progetto avra una durata di 24 mesi. Sotto la guida del Prof. Dr. med. Rossi e del suo
gruppo di ricerca, il candidato acquisira progressivamente autonomia in tutte le fasi del
workflow, dall'estrazione del ctDNA alla preparazione delle librerie fino all'analisi e
interpretazione dei dati. Il periodo iniziale sara di affiancamento per apprendere le
metodiche relative all'estrazione del ctDNA, alla preparazione delle libraries e al controllo di
qualita. Successivamente, il candidato partecipera alle fasi di sequenziamento e alle analisi
bioinformatiche, acquisendo progressivamente competenza nell'interpretazione dei dati
genetici per identificare biomarcatori di risposta € meccanismi molecolari di resistenza. Al
termine del progetto, il candidato si impegnera a redigere dei report sui risultati ottenuti e a
condividerli con la comunita scientifica. Attraverso questo completo percorso formativo, il
candidato sviluppera le competenze necessarie per diventare parte integrante di un team di

ricerca, potendo offrire un apporto significativo sia riguardo le procedure sperimentali che le
metodiche di analisi dei dati di laboratorio e clinici.

Il progetto verra svolto presso [Istituto Oncologico di Ricerca (IOR) di Bellinzona, nel
laboratorio del Prof. Dr. med. Davide Rossi, che negli ultimi 15 anni ha concentrato la sua
ricerca sull'applicazione del ctDNA come biomarcatore tumorale e come strumento per
lidentificazione di algoritmi prognostici, ottenendo risultati particolarmente promettenti nel
linfoma di Hodgkin. Lo IOR rappresenta un centro di ricerca pionieristico nel campo del
ctDNA, costituendo un ambiente ideale per sviluppare competenze avanzate nelle analisi
bioinformatiche di questo tipo. Lavorare in un contesto cosi allavanguardia sara



fondamentale per la crescita professionale . del candidato, permettendo di

acquisire
conoscenze e abilita indispensabili per un futuro nella ricerca onco-ematologica.



Bibliografia

1. Siegel RL, Miller KD, Fuchs HE, Jemal A. Cancer statistics, 2022. CA: a cancer journal for
clinicians 2022:72:7-33.

2. Sehn LH, Salles G. Diffuse Large B-Cell Lymphoma. N Engl J Med 2021;384:842-58.

3. Crump M, Neelapu SS, Farooq U, Van Den Neste E, Kuruvilla J, Westin J, et al. Outcomes in

refractory diffuse large B-cell lymphoma: results from the international SCHOLAR-1 study. Blood
2017;130:1800-8.

4. Cheson BD, Nowakowski G, Salles G. Diffuse large B-cell lymphoma: new targets
and novel therapies. Blood Cancer J. 2021;11:68.

5. Karmali R. Relapsed disease: off-the-shelf immunotherapies vs customized engineered products.
Hematology / the Education Program of the American Society of Hematology American Society of
Hematology Education Program 2021;2021:164-73.

6. Hutchings M, Morschhauser F, lacoboni G, Carlo-Stella C, Offner FC, Sureda A, et al. Glofitamab,
a Novel, Bivalent CD20-Targeting T-Cell-Engaging Bispecific Antibody, Induces Durable Complete
Remissions in Relapsed or Refractory B-Cell Lymphoma: A Phase | Trial. J Clin Oncol 2021:39:1959-
70.

7. Dickinson MJ, Carlo-Stella C, Morschhauser F, Bachy E, Corradini P, lacoboni G, et al. Glofitamab
for Relapsed or Refractory Diffuse Large B-Cell Lymphoma. N Engl J Med 2022;387:2220-31.

8. Trabolsi, A, Arumov, A. & Schatz, J. H. Bispecific antibodies and CAR-T cells: dueling
immunotherapies for large B-cell lymphomas. Blood Cancer J. 1 4, 27 (2024).

9. Rushton CK, Arthur SE, Alcaide M, Cheung M, Jiang A, Coyle KM, et al. Genetic and evolutionary
patterns of treatment resistance in relapsed B-cell lymphoma. Blood Adv 2020;4:2886-98.

10. Frood R, Burton C, Tsoumpas C, Frangi AF, Gleeson F, Patel C, et al. Baseline PET/CT imaging
parameters for prediction of treatment outcome in Hodgkin and diffuse large B cell lymphoma: a
systematic review. Eur J Nucl Med Mol Imaging 2021;48:3198-220.

11. Roschewski, M., Rossi, D., Kurtz, D. M., Alizadeh, A. A., & Wilson, W. H. Circulating Tumor DNA
in Lymphoma: Principles and Future Directions. Blood Cancer Discovery 2022, 3(1), 5-15.
doi:10.1158/2643-3230.BCD-21-0029.

12. Diaz LA, Jr., Bardelli A. Liquid biopsies: genotyping circulating tumor DNA. J Clin Oncol
2014;32:579-86.

13. Scherer F, Kurtz DM, Newman AM, Stehr H, Craig AF, Esfahani MS, et al. Distinct biological
subtypes and patterns of genome evolution in lymphoma revealed by circulating tumor DNA. Science
translational medicine 2016:8:364ra155.

14. Rossi D, Diop F, Spaccarotella E, Monti S, Zanni M, Rasi S, et al. Diffuse large B-cell lymphoma
genotyping on the liquid biopsy. Blood, 101182/blood-2016-05-719641. 2017.

15. Alix-Panabieres C, Pantel K. Clinical Applications of Circulating Tumor Cells and Circulating
Tumor DNA as Liquid Biopsy. Cancer discovery 2016:6:479-91.



