TITOLO DEL PROTOCOLLO DI STUDIO

TRATTAMENTO DELLE FISTOLE PERIANALI NELLA MALATTIA DI CROHN,
RESISTENTI AL TRATTAMENTO CONVENZIONALE, CON CELLULE STAMINALI
MIDOLLARI IMMUNOSELEZIONATE CON CD133 STUDIO DI FASE 2 A

1. RAZIONALE DELLO STUDIO

La malattia di Crohn ¢ una patologia inflammatoria cronica che puo colpire qualsiasi parte del tratto
gastrointestinale ma che piu frequentemente si localizza nell’ileo terminale e nel colon destro. La
sintomatologia della malattia di Crohn & caratterizzata prevalentemente da diarrea ¢ dolore
addominale ma pud complicarsi con la presenza di manifestazioni extraintestinali, piu
frequentemente a carico di cute (eritema nodoso o pioderma gangrenoso), articolazioni (artriti
assiali e periferiche) e occhi (uveiti o episcleriti). Circa il 30% dei pazienti con malattia di Crohn
presenta inoltre un coinvolgimento flogistico e settico della regione perianale, che si manifesta con
la formazione di ascessi e fistole, che rendono difficile la gestione terapeutica di questi pazienti. Le
fistole perianali si distinguono in fistole semplici (superficiali, inter- o transfinteriche, che originano
al di sotto della linea dentata, con unico orifizio esterno e in assenza di raccolte ascessuali) e
complesse (inter-, sopra- o extrasfinteriche. che originano al di sopra della linea dentata, con orifizi
esterni multipli, in presenza di raccolte ascessuali o stenosi). Le linee guida italiane prevedono
["utilizzo dei farmaci biologici (infliximab e adalimumab) quale terapia di prima linea nei pazienti
con fistole perianali complesse, previa bonifica chirurgica della sepsi perianale mediante
fistulotomia, fistulectomia e posizionamento di setoni.' Circa il 20-30% dei pazienti non risponde
tuttavia a questo approccio terapeutico, con persistenza o recidiva precoce della malattia perianale.
Recentemente ¢ stata valutata |’efficacia dell’utilizzo di cellule staminali mesenchimali (MSC) nel
trattamento di fistole perianali di Crohn, non responsive ai trattamenti standard.>**>*

Le Cellule Staminali Mesenchimali (MSC) sono cellule di origine midollare che si ritrovano in
diversi distretti anatomici, come il tessuto adiposo, il sangue del cordone ombelicale, il tessuto
muscolare e lo stroma della cornea.”® Le MSC sono dotate di potenzialith miogenica, adipogenica e
condrogenica ° e sembra che possano svolgere un ruolo importante nel controllare I'infiammazione
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locale e nel riparare i tessuti danneggiati. Queste cellule mostrano infatti un effetto

immunomodulatorio ie antinflammatorio su varie cellule linfoidi attivate, come i linfociti T, i

linfociti B, le cellule NK e le cellule dendritiche. Data la loro capacita di influenzare la risposta

immune sia innata che adattativa, e la mancanza di immunogenicita, le MSC sono considerate un
|
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prometiente strumento della terapia cellulare rigenerativa.'>" In 3 studi’ ¢ stata valutata



Pefficacia e la sicurezza dell’inoculo di cellule staminali adipose espanse su fistole perianali di
pazienti con malattia di Crohn. In un iniziale studio di fase 1, 9 fistole sono state trattate con cellule
staminali adipose ed il 75% di esse ¢ stato considerato guarito dopo 8 settimane.* In un successivo
studio di fase 2, 14 irpazientj con malattia di Crohn e fistole perianali sono stati trattati con cellule
staminali adipose in combinazione con I’applicazione di colle di fibrina e confrontati con pazienti
trattati solo con I'applicazione di colla di fibrina. La percentuale di pazienti che ha ottenuto la
guarigione delle fistole ¢ risultata significativamente maggiore nel gruppo trattato con cellule
adipose rispetto al gl'uppo trattato solo con colla di fibrina.® In uno studio di fase 2 pill recente 43
pazienti sono stati trattati con cellule staminali adipose in combinazione con I’applicazione di colla
di fibrina. Una completa chiusura delle fistole, valutata clinicamente, & stata osservata nel 82% dei
pazienti trattati dopcl 8 settimane dalla iniezione delle cellule staminali e 1’ 88% dei 26 pazienti
seguiti per 1 anno €| riuscita a mantenere la chiusura delle fistole. Nessun evento avverso & stato
riportato."* Un solo studio ha valutato ’efficacia e la sicurezza della iniezione all’interno di fistole
perianali di MSC esp|anse derivate da midollo osseo in 12 pazienti con malattia di Crohn complicata
da malattia perianale refrattaria alle terapie convenzionali. Una completa chiusura delle fistole &
stata riportata nel 704/:1 dei pazienti trattati, senza eventi avversi.”

Le MSC, pur riscontrandosi in diversi distretti anatomici, sembrano derivare da progenitori
staminali residenti a livello del midollo osseo, che si caratterizzano per la capacita di dar luogo a
differenti linee cellulari. Fra queste cellule ve ne sono alcune dotate di estrema plasticita e capacita
differenziativa muhi.(:ineage, recentemente identificate dalla presenza di uno specifico marcatore di
superficie: CD133. '™ ' '""¥ 11 €D133 & una glicoproteina transmembrana che ha il ruolo di
“organizzatore” della topologia delle membrana cellulare. E stata descritta come proteina espressa
dalle cellule sta.min?Ji ematopoietiche umane ed ¢ stata riscontrata non solo in progenitori
endoteliali ma anche linfoangiogenetici e mioangiogenecici.'® 11 CD133, da solo o in combinazione
con altri marcatori, ¢ infatti correntemente usato per I’isolamento di cellule staminali normali da
diversi tessuti, come il midollo osseo,”®*' il cervello, 2% la milza, > la prostata, =4 fegato, %641
pancreas’ ** ¢ la pelle. *

Recenti dati della Ieﬁleralura scientifica dimostrano la capacita delle cellule staminali CD133 di
intervenire attivamente nei processi rigenerativi e riparativi di diversi tessuti. ****

Le cellule CD133, pur essendo riscontrate in diversi distretti anatomici, sembrano derivare
prettamente da fegatc!n e midollo osseo fetale, midollo osseo adulto, sangue cordonale e cellule
mobilizzate da sangue periferico.

11 CD133 rappresenta iun marcatore di staminalita presente a livello di una popolazione cellulare sia

CD34+ che CD34-, la loro caratterizzazione sta contribuendo a chiarire meglio 1’organizzazione



gerarchica del differenziamento ematopoietico, indicandola come una popolazione precoce nei

processi maturativi e valutandone I’efficacia per un potenziale uso a scopo trapiantologico, sia

° Tant’¢ che alcuni autori sottolineano I’esigenza di considerare altri

autologo che allogenico.’
marcatori di staminalita, come appunto il CD133, oltre ai marker di routine CD34 e CD45 per
individuare il numcr? minimo di cellule utilizzabili per la ricostituzione ematopoietica’’

L uso delle cellule $D133 nella medicina rigenerativa & sostenuto anche da un effetto paracrino
mostrato da queste ¢ellule. Microvescicole derivate dalle CD133 esprimono infatti diversi fattori
antiapoptotici e pmalngiopoietici, inclusi kit-ligando, IGF-1, VEGF, BFGF e IL-8. Questi stessi
fattori sono stati riscontrati in mezzi condizionati derivati da colture cellulari di C1D133.%2

LLe cellule CD133, Jssendu considerate non solo staminali ematopoietiche ma anche cellule con
capacita dtﬁ‘crenziat|tve in tessuti non ematopoietici, sono state utilizzate in numerosi studi di
terapia rigenerativa. I primi studi di fase I, condotti su cellule CD133 di derivazione midollare,
hanno mostrato notevole sicurezza e affidabiliti. Non si sono registrate complicanze dovute

all'impiego di tali cellule, le dosi sono state ben tollerate, mostrando invece un effetto rigenerativo

sui tessuti utilizzati. In particolare, cellule CD133 infuse a livello coronarico in pazienti con

occlusione totale cronica o ischemia hanno mostrato un miglioramento del tessuto del miocardio
ischemico ¢ nessun ;Taziente ha dovuto interrompere il trattamento, hanno tutti seguito il loro iter
terapeutico, non si € registrato nessun evento ischemico o aritmico nei pazienti trattati.> Tale
sistema di trattamento non solo ha mostrato sicurezza ed efficacia nella somministrazione
coronarica delle cellule CD133, ma anche un’azione promuovente nella ripresa dell’attivita
miocardica post infarlo.3 * La sicurezza, I"applicabilita e la flessibilita d’uso ¢ mostrato anche in altri
lavori: lo studio pilota su 24 pazienti di Marginas del 2007, il trial TOPCARE-AMI su 59 pazienti,
il successivo trial REPAIR-AMI e il COMPARE-AMI del 201 1, per citarne alcuni,*>63738

La fonte delle cellulel CD133 sembra rivestire un ruolo importante. Nel condurre un trial clinico
randomizzato per valutare I’effetto dell’infusione intracoronarica di cellule CD133 autologhe sulla
riperfusione miocardica dopo infarto del miocardio di tipo STEML, i pazienti sono stati trattati con
cellule CD133 derivate da midollo osseo, cellule CD133 isolate da sangue periferico o solo con

trattamento terapeutico. L infusione delle cellule ¢ avvenuta 10-14 giomi dopo 1'infarto, mostrando

un incremento del vorlume del ventricolo sinistro e della frazione di eiezione solo nel gruppo che
aveva ricevuto cellule CD133 isolate da sangue midollare rispetto alla terapia tradizionale.
Probabilmente questa potrebbe spiegarsi con una diminuita potenzialita delle cellule presenti a
livello periferico, considerato che i fattori del microambiente specifico possono essere importanti

. . . . . .39
nel mantenere le capacita staminali dei progenitori.




L' IMPACT-CABG

staminali CD133+, d

|
coronarico dopo inffrto del miocardio e disfunzione ventricolare. I primi risultati di case report

trial € il primo studio randomizzato canadese di Fase II sull’uso di cellule

i derivazione midollare, in pazienti che si sottopongono a intervento di bypass

riportano un tangibije miglioramento, con nessuna complicazione relativa al protocollo di infusione.

Sono state usate 1x10° cellule isolate attraverso immunoselezione con CliniMACS CD133 dal

; 40
midollo osseo™.

Diversi studi sottolineano 1'efficacia del trattamento con cellule CD133 nel trattamento degli
episodi necrotici del miocardio, con un range ampio sia per quel che riguarda il numero di cellule

infuse che le procca\_lure utilizzate, ottenendo perd risultati efficaci come mostrano diverse meta-
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analisi sull’argom A tal proposito, nel trial di Fase III PERFECT, randomizzato,

eEto
multicentrico, in cui si valutava l’efficacia dell’infusione intracoronarica di cellule CD133 in

pazienti sottoposti a intervento di bypass coronario sono state usate da 0,5 a 5x10° cellule CD133

per I'iniezione, proprio perché in fase I ¢ Il le differenze numeriche delle cellule non sembrano

essere correlate all’efficacia, indicazione questa di elevata potenzialita staminale.

Le cellule CD133 sono state altresi utilizzate nella rigenerazione del tessuto epatico, preducendo

una serie di studi che ne hanno valutato e confermato I’efficacia sia in termini di crescita cellulare,
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che di neoangiogenesi e di elevata sicurezza.

[l fegato pur essendo un organo dotato di elevata capacitd rigenerativa puod in talune circostanze
essere incapace a ricostituire la sua integrita strutturale, questo avviene quando in seguito ad una

resezione chirurgica (il futuro volume residuo del tessuto epatico (FLRV) sara all’incirca inferiore al

40% del volume iniziale. Questa condizione spesso si associa a eventi neoplastici che colpiscono il
fegato e per cui & necessaria una epatectomia segmentale. Per stimolare la rigenerazione epatica
sono stati identificati diversi trattamenti medici, {ra cui I’embolizzazione portale, condizione questa
che stimola la prolixjerazione delle cellule epatiche. Perd la resezione chirurgica & cosi elevata ¢ il
progredire della neoplasia epatica cosi rapida che anche la procedura di embolizzazione non risulta

. L . : ; :
cosi efficace nel gm"rmure un volume residuo adeguato alla rigenerazione epatica. In questo senso

sono state impiegat
proliferazione e diffs
tessuto epatico.

In un interessante es

e le cellule staminali CD133, per aumentare sia direttamente attraverso

srenziamento, sia indirettamente, attraverso sostanze paracrine, la ricrescita del

sperimento di Furst I'infusione a livello della vena porta di cellule staminali

CD133 autologhe p
portale, porta a un

FLRV e di consegu

rLzlevate dal midollo osseo in concomitanza alla procedura di embolizzazione

iglioramento nella crescita epatica giornaliera, a un relativo guadagno di

enza a un tempo minore per raggiungere il livello di FLRV adeguato per




sottoporsi all’epatectomia. Non vi ¢ una correlazione fra il numero delle cellule infuse e il guadagno
giornaliero, relativo p assoluto in termini di FLRV . **

Nonostante si infondano cellule in un tessuto affetto da un tumore epatico, non si sono evidenziati
effetti sulla biologia del tumore, né di diffusione della neoplasia™. Difatti, alla somministrazione
autologa di CD133 aftraverso la vena porta non sono associati effetti avversi immediati o tardivi*®
Diversi studi sottolineano I'efficacia di questo trattamento per stimolare la rigenerazione epatica,

come lo studio italiano di Canepa su 16 pazienti, dove la somministrazione di progenitori aumenta

in modo statisticamente rilevante effetto dell’embolizzazione portale’ o lo studio retrospettivo di
am Esch dove sembr[rebbe indurre un outcome migliore nei pazienti trattati.*®

E stato anche valutata la sicurezza dell’infusione di cellule CD133 attraverso la vena porta in
pazienti affetti da cirrosi epatica. Nessun effetto avverso & stato evidenziato sia durante un periodo
di follow-up breve (6 mesi) che lungo (24 mesi). non vi sono alterazioni di enzimi epatici e funzioni
epatiche, indicandone un potenziale uso per trattare pazienti affetti da cirrosi epatica scompensata.*’
Infine recenti studi evidenziano un potenziale ruolo delle cellule CD133 nella rigenerazione

neuronale e nei trattamenti dei disordini neurodegenerativi. ™

Esperimenti con cellule staminali mesenchimali esprimenti CD133 condotti su topi hanno mostrato
la potenzialita di questi progenitori di differenziare in cellule neuronali, producendo anche fattori
neurotrofici. Tali scoperte hanno aperto la speranza a un possibile sviluppo di terapie autologhe tese
a riparare il danno nei;rodegenerativo.ms'

Altri esperimenti mostrano un potenziale rigenerativo delle cellule CD133 sia esse espanse da
sangue periferico, sia midollari non espanse, nel ricostruire 'integrita del sistema neuronale a
livello del sistema nervoso periferico’’

A testimonianza sia c:leLla sicurezza d’uso, sia dell’attenzione rivolta dalla comunita scientifica alle
potenzialita terapeuqiche delle CDI133, sono all’incirca 40 i trial registrati negli USA
(www.CiinicalTrial.glbv) che hanno come oggetto I'infusione di cellule staminali CD133+; i campi
di applicazione maggiormente implicati sono quelli precedentemente esposti. Tra questi 4 studi
sono italiani, di cui tr!e con fase di reclutamento completata. Altri 4 trial al momento sono registrati
anche su EU Clinical |[l"ria[ register (www.clinicaltrialsregister.eu).

Alla luce di questi dati & opportuno sottolineare che le cellule CD133 hanno mostrato elevata
capacita rigenerativa, senza che questa sia influenzata dal numero di cellule inoculate, segno di una
notevole capacita staminale rigenerativa.

Probabilmente il numero elevato di cellule necessario per la rigenerazione tissutale basata su
staminali mesenchimaldi adipose o midollari sia proprio da imputare a una diminuita potenzialita
staminale delle cellullf: stesse. Fra 1'altro, I’espansione in vitro, pur aumentandone il numero ne



diminuisce la “potenza staminale”, poiché, in qualche misura, tale espansione ne determina un
iniziale t:iiﬂercrmiarrxlento.ﬂ2 Questo implica che le cellule CD133+ non debbano essere sottoposte a
espansione in vitro, eliminando da un lato i rischi potenziali connessi a inquinamento ambientale,
sempre presente seppur ridotto dall'uso di procedure GMP, e dall’altro i rischi di alterazioni
genetiche acquisite nei cicli di espansione. Questo rischio si riduce infondendo le cellule prima del
terzo passaggio di espansione in vitro. E* da considerare inoltre che I’espansione in vitro potrebbe
determinare dei cambiamenti genetici compromettenti le loro potenzialita staminali, dalla capacita
di self-renewal alla loro multipotenza.*****

Questi dati ci fanno ritenere che i progenitori endoteliali CD133+ possano coadiuvare la

rigenerazione di tessuto cicatriziale attraverso un processo di neovascolarizzazione e concorrere

infine alla guarigione della fistola perianale nei pazienti con malattia di Crohn.

2. OBIETTIVIDELLO STUDIO
1l protocollo si prefigge di:

- Valutare la sicurezza della procedura di impianto in loco di cellule staminali midollari autologhe

CD133+ nei pazienti con malattia di Crohn complicata dalla presenza di fistole perianali.

- Valutare a 3 mesi dall’ultima infusione gli effetti clinici della procedura di impianto in loco di
cellule staminali midollari autologhe CD133+ sui processi rigenerativi e di riparazione tessutale

nel trattamento delle fistole perianali.

- Valutare a 6 mesi dall’ultima infusione gli effetti della procedura di impianto in loco di cellule
staminali midollari autologhe CD133+ sui processi rigenerativi e di riparazione tessutale nel

trattamento delle fistole perianali mediante RMN pelvica.

3. DISEGNO DELLO STUDIO

La procedura prevede una infusione di cellule staminali ematopoietiche CD133+ purificate
autologhe raccolte tramite prelievo di sangue midollare dalla cresta iliaca. Le cellule staminali
midollari, prima di essere infuse, verranno purificate “ex vivo” secondo i protocolli “clinical-grade”
in collaborazione con I' U.O. di Ematologia con Trapianto di Midollo Osseo dell’Azienda
Ospedaliera “Villa Sofia-Cervello™ .

Da 7 a 30 giorni prima della procedura di inoculo delle cellule staminali il paziente, gia trattato

chirurgicamente con posizionamento di setone, rimosso in corso di trattamento convenzionale, verra



sottoposto, in regime di anestesia totale, al prelievo di 100-150 ml di sangue midollare (procedura
di prelievo descritta nel programma trapianti aziendale). Cellule midollari autologhe CDI133+
verranno purificate mediante immunoselezione positiva utilizzando biglie immunomagnetiche
(CliniMACS CDIB’S c0d.172-01) ed il sistema CLINIMACS Miltenyi Biotec. Le cellule verranno
risospese in un volume di 2,5 ml in dosi di 5-20x10% e criopreservate. La prima dose di cellule verra
infusa nella cute al |Iivcilo delle fistole. L'inoculo delle MSC avverr sia nel canale della fistole che
lungo la parete, fino all’orificio interno della fistola. Le dosi aggiuntive rimarranno criopreservate
per eventuali succe!ssive infusioni. Potranno essere programmate successive infusioni a distanza di
4 settimane 1’una dall’altra, previa valutazione della risposta clinica, fino ad un massimo di 4
infusioni. I ’infusione cutanea verra effettuata dal chirurgo che ha precedentemente sottoposto il
paziente a bonifica della sepsi perianale mediante posizionamento e successiva rimozione del
setone.

[ trattamenti farma?:ologici in corso al momento dell’arruolamento saranno mantenuti. 11 dosaggio e
Iintervallo di somministrazione dei farmaci dovranno essere mantenuti costanti negli ultimi 2 mesi
precedenti I'arruolamento. Se il paziente € in trattamento con steroidi al momento dell’arruclamento
sara consentito il taltpering del farmaco, con modalita stabilite dallo sperimentatore.

L’incidenza di ev?nti avversi correlati alla procedura di impianto in loco di cellule staminali
midollari autologhe CD133+ sara valutata dopo 4 settimane da ogni inoculazione di cellule
staminali, poi dop(l 3 & 6 mesi dall’ultima inoculazione.

La valutazione degli effetti clinici sara effettuata dopo 4 settimane da ogni inoculazione di cellule
staminali e poi dopo 3 mesi dall’ultima inoculazione, mediante valutazione clinica, e dopo 6 mesi
dall’ultima inoculazione, mediante RMN pelvica.

Lo studio terminera quando sara stato arruolato I'ultimo paziente.

Tutte le procedure fin qui descritte saranno -effettuate secondo protocolli GMP (Good

Manufacturing Practice).
4. DIMENSIONE DEL CAMPIONE

Saranno arruolati 7 pazienti con malattia di Crohn e fistole perianali complesse non responsive ai
trattamenti standard. Per il calcolo del campione minimo di pazienti da includere & stata adottata la
formula (EN=nl+(1-PET)n2 di Simon (che prevede il numero minimo di pazienti da arruolare

In cui avere la risposta aspeltata che in questo caso ¢ il 30 % contro lo 0% nel caso di non

trattament con un alpha di 0.1 ed un beta di 0.1 )



4.1 CRITERI DI INCLUSIONE

e Diagnosi di rqalattia di Crohn

e Presenza di ﬁlstole perianali complesse gia trattate chirurgicamente con posizionamento di
setone € non responsive ai trattamenti farmacologici attualmente in uso.

e [Eta> 18 annie < 70 anni.

e Firma del consenso informato alla procedura di prelieve di midollo osseo ed al successivo
reimpinato.

e Rettoscopia e?tro 3 mest dall’inizio dello studio .

e RMN pelvica eseguita nei 30 giorni precedenti la procedura di inoculo delle cellule
staminali.

4.2 CRITERI DI ESCLUSIONE

o Diagnosi di rettocolite ulcerosa

e Presenza di fistole retto-vaginali o retto-vulvari
e Paziente porteﬁore di ileo-stomia

e Testdi gravidanza positivo

¢ Qualsiasi infezione in fase attiva

e Presenza di ascessi perianali

DURATA DELLO STUDIO

h

Lo studio avra una ciiurata di 36 mesi a partire dalla data di arruolamento del primo paziente.
L’inizio dello studio T subordinato all’ottenimento del parere favorevole del comitato etico locale e

della relativa autorizzazione dell’autorita competente.

6. RACCOLTA DEI DATI
|

|
L’ arruolamento dei é:azien’ri e la raccolta dei dati sara effettuata all’interno di un data base

elettronico su cui sarzinno riportati dati anagrafici, anamnestici e clinici dei pazienti coinvolti nello
studio, nonché il verificarsi di eventuali eventi avversi. Le variabili inserite nel data base saranno:
nome e cognome, data di nascita, sesso, fumo, familiarita per malattia di Crohn o rettocolite
ulcerosa, patologie corlcomitanti, anno di diagnosi della malattia di Crohn, sede di malattia (ileale,
colica, ileo-colica, del tratto gastro-intestinale superiore, pattern di malattia (infiammatorio,

stenosante, fistolizzante), manifestazioni extraintestinali, anno di diagnosi della malattia perianale,




numero di fistole,
sfinterica), pregressi

SUCCEesso

sulla malattia perianale,

tipologia di fistole (intersfinterica, trans-sfinterica, extra-sfinterica, sovra-

interventi chirurgici sulla malattia perianale, pregressa terapia effettuata senza

etda al momento dell'inserimento nello studio. data

posizionamento ultimo setone, data rimozione del setone, data di prelievo delle cellule staminali,

date di infusione del
(valutazione clinica),
eventi avversi. Le s
saranno riportate all

sperimentatore.

7. ATTIVITA’

V0 (arruoclamento)
Raccolta dell’

Ispezione chir

Firma del con

V1 (da 7 a 30 giorni

Prelievo in an

Purificazione

-3

le cellule staminali, numero totale di infusioni, chiusura della fistola a 3 mesi

chiusura della fistola a 6 mesi (valutazione clinica e mediante RMN pelvica),

uddette variabili, insieme ai criteri di inclusione ed esclusione dallo studio,

interno di una scheda cartacea che verra di volta in volta compilata dallo

SVOLTE DURANTE LE VISITE

anamnesi e dei dati clinici

Valutazione criteri di inclusione ed esclusione

urgica della regione perianale

senso informato

prima della procedura di inoculo delle cellule staminali)
estesia totale di 100-150 ml di sangue midollare e successiva

successiva criopreservazione di cellule midollari autologhe CD133+ come

previsto dal protocollo

V2 (inoculo)

Inoculo delle ¢ellule midellari autologhe CD133+, in anestesia totale, nel canale della fistole

che lungo la parete, fino all’orificio interno della fistola

V3 (4 settimane dal primo inoculo)

perianale

Valutazione degli effetti clinici della prima infusione di cellule staminali, ovvero chiusura

dell’orificio fi

istoloso esterno valutata mediante esplorazione chirurgica della regione




- Eventuale secondo inoculo di cellule CD133+, in caso di non efficacia

- Valutazione degli eventi avversi

V4 (8 settimane dal

primo inoculo, solo in caso di infusioni successive alla prima)

- Valutazione degli effetti clinici della seconda infusione di cellule staminali, ovvero chiusura

dell’orificio fistoloso esterno valutata mediante esplorazione chirurgica della regione

perianale

- Eventuale secondo inoculo di cellule CD133+. in caso di non efficacia

- Valutazione d

V5 (12 settimane da

- Valutazione d

egli eventi avversi

primo inoculo, solo in caso di infusioni successive alla seconda)

egli effetti clinici della terza infusione di cellule staminali, ovvero chiusura

|
dell’orificio fistoloso esterno valutata mediante esplorazione chirurgica della regione

perianale

- Eventuale secondo inoculo di cellule CD133+, in caso di non efficacia

- Valutazione d

gli eventi avversi

V6 (3 mesi dall’ ultilt[l infusione di cellule staminali)

- Valutazione degli effetti clinici, ovvero chiusura dell’orificio fistoloso esterno, mediante

esplorazione chirurgica della regione perianale

- Valutazione degli eventi avversi

V7 (6 mesi dall’ultima infusione di cellule staminali)

- Valutazione de

- Valutazione de

lla avvenuta chiusura del tragitto fistoloso mediante RMN pelvica

gli eventi avversi




8. ASSICURAZIONE

Relativamente alla copertura  assicurativa, laddove [I’azienda non coprisse il costo
dell’assicurazione, saranno utilizzati i proventi di altre sperimentazioni per la copertura assicurativa

dello studio.

9. DISEGNO STATISTICO

per il calcolo del campione si adoperera il metodo di Simon per il calcolo minimo del

numero di pazienti da includere nello studio . La probabilita di risposta calcolata sara del
20% con un alfa di 0.05 ed una beta di 0.20 (56)

10. ONERI DEL, COMITATO ETICO

Lo studio ¢ stato elaborato e promosso spontaneamente ed autonomamente e pertanto si richiede

I’esonero del pagamento del compenso al Comitato Etico.

11. FINANZIAMENTO DELLO STUDIO

[ costi relativi alle prjzedure dello studio saranno coperti in parte dai fondi della ricerca, in parte da

proventi di altre sperimentazioni.

12. TRATTAMENTO DEI DATI PERSONALI

I dati personali saranno trattati in accordo alle normative D.M. 15 luglio 1997 e al Decreto
Legislativo N° 196 ‘del 30/06/2003 (e successive modifiche ed integrazioni), in merito alla
protezione dei dati ec& in accordo alla normativa europea in materia. Il Promotore dello studio, il
comitato etico, le aItorita regolatorie e |'amministrazione sanitaria locale potranno accedere

direttamente alla documentazione medica dei pazienti per verificare le procedure dello studio e/o i



dati, nella misura prevista dalle norme vigenti. Lo scopo di queste verifiche & controllare che lo
studio sia stato cox‘Tdotto correttamente. I dati dei pazienti non saranno resi pubblici e tutte le
identita dei pazientii arruolati rimarranno segrete. Le persone che avranno accesso diretto ai dati
sensibili e personali hanno 1’obbligo alla confidenzialita e si dovranno conformare alla normativa in

materia di confidenzialita.

13. REGOLE DI CONDUZIONE DELLO STUDIO

Lo studio sara svolto nel rispetto della normativa italiana vigente sulla sperimentazione clinica,
sulla normativa europea ¢ nel rispetto della dichiarazione di Helsinki per I’intera durata dello studio.
Lo sperimentatore principale e tutti i co-sperimentatori dovranno attenersi a quanto descritto nel
protocollo clinico nel completo rispetto delle GCP e dovranno impegnarsi a mantenere la massima

riservatezza nei confronti di qualsiasi persona non autorizzata afferente allo studio, sia in

riferimento ai risultati ottenuti nel corso della sperimentazione sia riguardo tutti i dati sensibili dei
pazienti arruolati nello studio clinico nel rispetto del D.Lgd. n. 196/2003 Codice in materia di
protezione dei dati personali. Sara cura del promotore dello studio informare tempestivamente il
Comitato Etico di leventuali informazioni utili alla conduzione dello studio e di eventuali

emendamenti dovessero verificarsi nel corso dello studio.

[’esecuzione dello studio non comportera oneri straordinari a carico del Servizio Sanitario

Nazionale in quanto:

- non sono previsti esami diversi o in pil rispetto a quella che ¢ la normale pratica clinica.
- non ¢ prevista dal protocollo alcuna modifica della pratica clinica attuale.
Si dichiara che essendo uno studio spontaneo non & previsto alcun compenso per il centro

partecipante e per i ricercatori che parteciperanno alla sperimentazione clinica.
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