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| LCH IV Registry & Stratification |

Multisystem, multifocal bone,
and special single system LCH N

STRATUM I: n=1200 (800 rand.) =
1st-line Therapy
(Group 1 & 2)
—

STRATUM lll: n=30
Salvage Therapy for
Risk LCH

STRATUM Ii: =400
2"-line Therapy for A\
Non-risk LCH

RN STRATUM V: n=50
Monitoring & Treatment of
CNS-LCH

STRATUM IV:

n=25 s
LCH-HSCT

PATIENT REGISTRATION FORM
Consentform - or
forclectonic | (] Avalable O e

data collection
and processing:

— Hospital information

Hospital:

Contact Email:
physician: malk
Phone Fax
number: number:

L Patient information
Patient

b Sex: CMale (" Female
initials:
Date
of birth:

| ddmmyyyy
Date of
Diagnosis:

ddmmyyyy

LCH affected
family (" Yes  No
members:
—_— [ Degreeof relationship

Y ® -
EURO-HIT-HLH ) f@

PARTICIPATING COUNTRIES (Coord.)

Italy (A.O.U. Meyer, Florence)
» Germany (Hamburg)

» Spain (Bilbao)
 Austria (St. Anna Wien)

Ceka Republic (Prague)

EURO-HIT-HLH OUTLINE INITIAL THERAPY

20mg/m?2 | 10mg/m?
Dex 5mg/m? /m?
| 2.5mg/m 1.25mg/m?

Etoposide \/ ‘v \/ v \/ \/ \/
IT MTX/HC \/ \// \/ \/

(CNS+ only) . X , , , . ,

7 14 21 28 35 42 49 56*
(Week 8)
Day

e ATG, rabbit (Thymoglobulin, Genzyme) will be dosed at 5mg/kg/dose, given IV




'CONSTRUCTION,

Novimmune-0501 pilot study design

Study PI: M. Arico, Florence
Open Centres: Italy (n=7), Spain (n=3), Austria, Cz ech;
to come:Germany (Munster), UK (GOS),

-G !
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LQ; any time during the study, if the patient's condition is worsening, s/he will be withdrawn (rescue therapy)

In collaborazione con:
« Reumatologia, Bambino Gesu, Roma
« Oncoematologia Pediatrica, Pausilipon,Napoli
« Ematologia Gaslini, Genova

Studi in corso
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Registro HLH
Pazienti con MAS

5%

Registro HLH
Pazienti con MAS (n=38)

Etnia:
¢ Caucasica, n=30; Indiana, n=8

Sesso:
¢« M:13,F: 25

Eta alla diagnosi:

¢ Mediana: 7.8 anni

« Range: 3 - 59 anni

¢ Quartili: 3; 8; 11; 59 anni




Registro HLH
Pazienti con MAS (n=38)

Malattia reumatologica N
e
LES 4
M. di Kawasaki 1
Dermatomiosite 1
Altra, non definita 4

Registro HLH
Pazienti con MAS (n=38)

Caratteristiche cliniche

N/total * (%)
* Totale pazienti valutabili

Febbre 28/28 (100)
Splenomegalia 17/28(61)
Manifestazioni SNC 7128 (25)
Anemia 15/25 (60)
Neutropenia 6121 (12)
Piastrinopenia 14/25 (56)
Ipofibrinogenemia 7125 (28)
Ipertrigliceridemia 14/25 (56)
Iperferritinemia 22123 (96)
(quartili. 2430 10264 15953 96.000 ng/iml)

Emofagocitosi 9/25 (36)
Eain fatale pop BN A8 (10)

A model of HLH pathogenesis

Different contribution of genetics, “strength” of infectious agent,
inflammatory status

11/38 (29%) pazienti con MAS ha mutazioni
monoalleliche dei geni FHL correlati

Eta

UPN mesi PRF expr GRA Mutationi Gene
238 s ND NORM cor (p Aoy PREL
431 53 ND ND €.272T (p.A91V) PRF1
557 10 NORM  NORM 7090 A VoETM) st
579 95 RID RID €.1034C>T (p.T345M) STXBP2
660 ND NORM RID c 2721 (p AOLY) PRET
661 6 RID NORM €.272T (p.A91V) PRF1
1y 106 RID ND 135764 (p VSO PREL
vzs 738 40 ND ND ¢.1681T>C (p.W561R) STXBP2
The threshold for the development of HLH can be reached by variable € 610GA (p AZI0K) sTiBR2
combinations of: 76 1 NORM  NORM comr (pAOLY) gl
overt inflammation (e.g. JIA, LES) 15 79 o RID NORM ceitlue ) e
Conclusioni

La MAS é una complicanza potenzialmente fatale delle
malattie reumatologiche.

Rispetto ai criteri diagnostici per HLH, la neutropenia € rara
e la ipofibrinogenemia raggiunge il cut-off solo nel 28% dei
casi, mentre la elevazione della ferritina & solitamente
presente ed a livelli elevati.

Mutazioni eterozigoti in uno dei geni LEF-correlati sono
osservate nel 29% dei pazienti studiati: PRF1 €& il gene piu
frequentemente coinvolto e p.A91V la mutazione singola piu
frequente.

Un difetto parziale del pathway citotossico sembra essere
un fattore predisponente in pazienti che sviluppano una MAS
come complicanza di una malattia reumatologica in eta
pediatrica.

Conclusioni (2)

Degli 8 pazienti con ridotta espressione di perforina in
citofluorimetria, 4 erano eterozigoti per mutazioni di
PRF1, mentre 4 erano wild-type.

Dei 3 pazienti con difetto di degranulazione, 1
presentava una mutazione di STXBP2 e 2 erano
apparentemente wild-type; entrambi avevano una
moderata riduzione della attivita NK.

Ulteriori studi dovranno chiarire la eventuale presenza di
meccanismi patogenetici che coinvolgono geni con
effetto regolatore o geni diversi da quelli noti.




Studi in corso

 Eterozigoti

In collaborazione con:
« Oncoematologia Pediatrica, Pausilipon,Napoli
« Oncoematologia Pediatrica, Padova

Obiettivo

valutare I'incidenza di:

* sindrome emofagocitica
» malattie neoplastiche

» malattie autoimmunitarie
« altre condizioni

in una coorte di soggetti noti per essere
portatori di mutazioni monoalleliche dei
geni LEF- correlati.

Metodi

Analisi retrospettiva e prospettica del Registro HLH
con identificazione delle famiglie con differenti
sottotipi di LEF

Selezione dei soggetti eterozigoti e costruzione di
un database dedicato

Raccolta di informazioni cliniche e aggiornamento
del follow-up mediante intervista telefonica o di
persona con particolare riferimento allo sviluppo di
malattie neoplastiche, autoimmunitarie, sindrome
emofagocitica nella coorte in studio

Calcolo della incidenza cumulativa delle
sopracitate  condizioni nella nostra coorte vs.
incidenza nella popolazione generale italiana.

Stato dell’arte

130 soggetti eterozigoti arruolati

28/130 (21.5 %) hanno sviluppato una condizione patologica

Malattia oncologica (n) Malattia autoimmunitaria (n) A ltro (n)

K prostata (2) Artrite reumatoide (1) Aplasia midoliare (1)

K mammella (2) PTI (1) S. Di Williams (1)

K utero (3) |potiroidismo (1) Malattia catene pesanti (1)
LLA (1) Entesiti ricorrenti (1) Cheratocono bilaterale (1)
LNH (1) Fibromialgia (1)

K colon (1) Intolleranza ai carboidrati (1)
K tiroide (1) NE1 (1)

K epatico (1) Vasculopatia cerebrale (1)
Melanoma (1) Epatite HCV + (1)

Non noto (1) Cirrosi epatica (1)

Scheda raccolta dati

Anche sindrome emofagocitica

00 0 U

Studi in corso

* Perforina




.. Popolazione in studio
Studi in corso
28 pazienti con diagnosi istologica di ICL arruolati
. . da vari Centri ltaliani tra il 2010 e il 2012
» Malattia neurodegenerativa nella ICL
Gruppo 1, con alterazioni Gruppo 2, con fattori di rischio
In collaborazione con: radiologiche (ND-ICL) (lesioni ossee CF e/o DI)
U.O. Radiologia, Meyer: M.Mottilla, S.Savelli, C.Fonda
U.O. Neurologia, Meyer: C.Barba, R. Guerrini e n=17 e n=11
e M:9,F:8 e M:7,F: 4
« Eta mediana: 8,1 anni « Eta mediana: 8,7 anni
* Range:22m-27,5aa * Range:3,7aa-17,6aa
8 pazienti inizialmente riferiti come gruppo 2 sono stati arruolati come gruppo 1
Metodi Risultati: caratteristiche cliniche Gruppo 1

Esame obiettivo:
« visita neurologica dettagliata
« scala valutazione atassia (S.A.R.A.),
« scala valutazione disabilita (Indice di Barthel)

RMN cranioencefalo:
scansioni assiali, sagittali e coronali pesate in T1 e T2, sequenze FLAIR,
immagini tridimensionali T1, spettroscopia e trattografia

Studio neurofisiologico:
+  Potenziali evocati somatosensoriali (PES)
« Potenziali evocati acustici (BAEPs)
*  Potenziali evocati visivi da reversal (PEV)
«  Blink Reflex
. Potenziali di tipo cognitivo, evento-correlati, P300 acustico e sensitivo
¢ 24 Hvideo-EEG

Valutazione neuropsicologica:
Livello intellettivo, linguaggio, elaborazione visuo-spaziale, memoria

Esclusi i pazienti che non hanno eseguito RMN o pote  nziali evocati

Risultati: caratteristiche cliniche Gruppo 2 Risultati

» La proporzione di MS non é diversa nei due
gruppi (74% vs 64%)

« Le riattivazioni sono piu frequenti nel gruppo 1
(82% vs. 54%)

» Tutti i pazienti del gruppo 1 hanno DI (n=11) o
lesioni ossee CF (n=14)




La combinazione di esame obiettivo neurologico,
SEPs e RM + spettroscopia rappresenta uno strumento
diagnostico sensibile per lo screening die casi con ND-
ICL tra i pazienti a rischio.

L'esame obiettivo neurologico e i SEPs sembrano
essere i tests piu sensibili per il follow-up e potrebbero
essere utili per selezionare i pazienti candidati a nuove
terapie sperimentali.

| pazienti con ND-ICL hanno un eta alla diagnosi di
ICL piu preoce : sono predisposti geneticamente? O la
storia della malattia si evolve diversamente?

Eta all’'esordio ICL . .
Risultati (2)
100 . p= 0.0448
90 1 . * L’esame obiettivo neurologico & risultato patologico in
. 8/17 pazienti del gruppo 1, con manifestazioni cliniche
— e mediana: conclamate in 2/8.
70 + g
- 6.5 anni » | SEPs sono risultati alterati in 11/17 pazienti del gruppo
g 1 vs 1/11 del gruppo 2 (p=0.02597).
< 501 * La RM con spettroscopia ha evidenziato una riduzione
i 40 . del rapporto NAA/Cr nel cervelletto di 9/17 (52%)
301 ¢ pazienti del gruppo 1, nessuno del gruppo 2.
2] 3 Eiamediana: 2anni « |l follow-up ad una mediana di 12 mesi ha mostrato
0] R peggioramento del'esame neurologico e/o dei potenziali
. while MRI remained stable.
0 T T
Gruppo 1 Gruppo 2
Conclusioni Studi in corso

e Patogenesi: IL-17

Figure 1. Survival, proliferation, fusion and pheno type of IL-17A and IFN-  -treated DC.

Olsson Akefeldt S, Maisse C, Belot A, Mazzorana M, et al. (2013) Chemoresistance of Human Monocyte-Derived Dendritic Cells Is
Regulated by IL-17A. PLoS ONE 8(2): 56865. oi:10.1371 pone.0056865
http:/iwww.plosone.org/articlefinfo:doi/10.1371/journal. pone 5




Figure 2. Comparative phenotypic analysis of monocy tes, DC and IL-17A-treated DC.

Olsson Akefeldt S, Maisse C, Belot A, Mazzorana M, et al. (2013) Chemoresistance of Human Monocyte-Derived Dendritic Cells Is
Regulated by IL-17A. PLoS ONE 8(2): €56865. doi:10.1371/journal. pone. 0056865
hitp://www. plosone.org/articlefinfo:doi/10.1371/journal. pone. 0056865

Figure 3. Bcl-2 family mRNA expressionin IL-17A an  d IFN- -treated monocyte-derived DC.

Olsson Akefeldt S, Maisse C, Belot A, Mazzorana M, et al. (2013) Chemoresistance of Human Monocyte-Derived Dendritic Cells Is
Regulated by IL-17A. PLoS ONE 8(2): €56865. oi:10.1371/journal.pone. 0056865
hitp://www. plosone.org/articlefinfo:doi/10.1371/journal. pone. 0056865

Figure 4. MCL1 and BCL2A1 protein expressionin IL-  17A-treated DC.

Olsson Akefeldt S, Maisse C, Belot A, Mazzorana M, et al. (2013) Chemoresistance of Human Monocyte-Derived Dendritic Cells Is
Regulated by IL-17A. PLoS ONE 8(2): 56865. doi:10.1371/journal.pone. 0056865
hitp://wwaw. plosone.org/article/info:doi/10.1371/journal. pone. 0056865

Figure 5. Correlation studies between cell survival , MCL1 and BCL2A1 expression in IL-17A-
treated DC.

Olsson Akefeldt S, Maisse C, Belot A, Mazzorana M, et al. (2013) Chemoresistance of Human Monocyte-Derived Dendritic Cells Is
Regulated by IL-17A. PLoS ONE 8(2): 56865. oi:10.1371/journal.pone. 0056865
hitp://wwaw. plosone.org/article/info:doi/10.1371/journal. pone. 0056865

Figure 6. Role of classical NF- B pathway activation in BCL2A1 induction mediated b yIL-17A.

Olsson Akefeldt S, Maisse C, Belot A, Mazzorana M, et al. (2013) Chemoresistance of Human Monocyte-Derived Dendritic Cells Is
Regulated by IL-17A. PLoS ONE 8(2): 56865. doi:10.1371/journal.pone. 0056865
http://www. plosone.org/article/info:doi/10.1371/journal. pone. 0056865

Figure 1. Survival, proliferation, fusion and pheno type of IL-17A and IFN-  -treated DC.

Olsson Akefeldt S, Maisse C, Belot A, Mazzorana M, et al. (2013) Chemoresistance of Human Monocyte-Derived Dendritic Cells Is
Regulated by IL-17A. PLoS ONE 8(2): 56865. oi:10.1371/journal.pone. 0056865
http://wwaw. plosone.org/article/info:doi/10.1371/journal. pone. 0056865




Figure 8. Survival and phenotype of DC cultured wit

h VBL or AraC.

Olsson Akefeldt S, Maisse C, Belot A, Mazzorana M, et al. (2013) Chemoresistance of Human Monocyte-Derived Dendritic Cells Is
Regulated by IL-17A. PLoS ONE 8(2): €56865. doi:10.1371/journal. pone. 0056865

htp:

plosone org/articlefinfo:doi/10.1371/journal.pone.0056865




Proposte

« Studio epidemiologico LCH

AIEOP LCH: CASI
REGISTRATI LCH-III

Proposte

e Salvage therapy per LCH-MS-Risk

STRATO llI: Salvage Therapy for Risk-LCH
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Salvage Therapy for Risk-LCH

i |

S

— NAD — ["Continuation Therapy | [ | — NAD &

\ 2

v g

Initial Therapy . AD Better , |3rd Course 6] ap— 2
(2 Courses AD Interm Ara-C/2-CdA A 3
Ara-C/ 2-CdA) T o

! 3

L+ PD —— |RIC-HSCT Trial o L. PD e

e N S

55

Proposte

« Registro Rosai-Dorfmann

Giorgia, 3 anni

4 mesi: lesioni cutanee, linfoadenopatia, febbre, anemia

11 mesi: prima valutazione presso la Pediatria del Meyer:

Aspirato midollare: nella norma
Biopsia linfonodo cervicale: tessuto reattivo
Escluse: infezioni, malattie autoimmunitarie,
ALPS, FHL
Nel sospetto di una malattia infammatoria sistemica

viene iniziata una terapia immunosoppressiva con
steroidi e ciclosporina  con rapido miglioramento

Nei mesi seguenti: la ciclosporina viene sospesa ma ad
ogni tentativo di divezzamento dal cortisone ricompaiono
adenopatia e anemia.

All'eta di 2 anni e 6 mesi:  viene aggiunta rapamicina al
prednisone con miglioramento transitorio

I mese successivo: sviluppa fibrosi retroperitoneale
con idronefrosi bilaterale e insufficienza renale.

Rx scheletro total body:
lesioni osteolitiche multiple del cranio con sclerosi

femorale bilaterale delle regioni diafisarie e metafisari e

Biopsia ossea teca cranica:
infiltrazione tissutale da parte di cellule

schiumose “foam cells” CD68+ e CD1a-

Malattia di Erdheim-Chester

L'analisi di mutazione di BRAF é risultata negativa per V600E.

Iniziata terapia con PEG-IFN- ,
mantenuto prednisone (1 mg/kg/die)
terapia dialitica 3 volte/sett

Conclusioni

» La malattia di Erheim-Chester & rarissima
in eta pediatrica ma esiste....difficile
diagnosi!

« |l decorso clinico pud rimanere indefinito
per mesi 0 anni

e La presenza di fibrosi retroperitoneale e
lesioni ossee caratteristiche (spesso
asintomatiche) pud permettere di orientare
la diagnosi.
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