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Editoriale

Giorgio Lambertenghi Deliliers
Fondazione Matarelli - Milano

Ematologia Oncologica.it si presenta ai medici italiani, cul-
tori dell’ematologia e dell'oncologia, con il primo numero de-
dicato alle Sindromi Mielodisplastiche, malattie la cui inciden-
za nel mondo occidentale ¢ in costante aumento a causa del
progressivo invecchiamento della popolazione e dell'utilizzo di
regimi di chemio-radioterapia intensivi, in particolare nel con-
dizionamento al trapianto.

E un capitolo complesso costituito da numerosi sottotipi, ete-
rogenei sul piano clinico-prognostico, ma accomunati da un
disturbo clonale delle cellule staminali, da un’emopoiesi ineffi-
cace e dalla predisposizione all’evoluzione leucemica. Il percor-
so diagnostico prevede un’integrazione tra la storia clinica, le
tradizionali indagini morfologiche e le nuove tecnologie cito-
genetiche-molecolari, in particolare il sequenziamento genico
che permette il rilievo simultaneo, in un’unica seduta, sia di
mutazioni somatiche che delle pit significative anomalie cito-
genetiche. Utilizzando questi marcatori biologici ¢ stato dimo-
strato che le mutazioni somatiche nei progenitori emopoietici
pilt immaturi determinano lo sviluppo di un clone dominan-
te, da cui derivano elementi che, morendo prematuramente nel
midollo per eccesso di apoptosi, causano una citopenia
periferica. Durante il corso naturale della malattia, la compar-
sa di ulteriori mutazioni determina ['insorgenza di subcloni che
compromettono i processi di differenziazione e maturazione
con aumento della quota blastica midollare. Ne deriva un qua-
dro leucemico mieloide costituito da un mosaico di diversi clo-
ni e/o genomi. Nel percorso diagnostico va tenuto presente che
un’eventuale sindrome genetica o mutazioni germinali acqui-
site in epoca prenatale possono causare mutazioni somatiche
e/o difetti dei meccanismi di riparazione del DNA, che predi-
spongono all'evoluzione mielodisplastica. La combinazione
dei diversi parametri morfologici, istopatologici e citogenetici
nella classificazione WHO, attualmente in uso, ha un’impor-

tante rilevanza prognostica, insieme a fattori estrinseci alla ma-
lattia legati alle caratteristiche biologiche e cliniche dei pazien-
ti. La stratificazione del rischio si avvale di sistemi dinamici che
in questi ultimi anni sono stati via via integrati dall'inserimen-
to di variabili sempre pili affidabili, anche se, per I'eterogenei-
ta della patologia, si sente la necessita di inserire fattori progno-
stici piti robusti, come ad esempio le mutazioni somatiche qua-
li risultano dalla caratterizzazione genomica.

La filosofia attuale ¢ quella di individuare strategie terapeutiche
univoche all'interno dei vari gruppi prognostici. Le opzioni va-
riano dalla semplice gestione dei sintomi correlati alla malattia
con presidi di supporto per correggere 'anemia ed il sovracca-
rico di ferro, o prevenire complicanze infettive ed emorragiche
con i fattori di crescita, a terapie immunosoppressive ¢ immu-
nomodulanti in grado di bloccare la secrezione di citochine
proinflammatorie, responsabili della neoangiogenesi e dell’ec-
cesso di apoptosi. La chemioterapia convenzionale nei pazien-
ti ad alto rischio ¢ poco efficace per la resistenza del clone mie-
lodisplastico e per la tossicita correlata. Una valida alternativa
sono i farmaci demetilanti che stimolano il processo di differen-
ziazione bloccando gli enzimi implicati nella metilazione del
DNA, responsabili del silenziamento genico. La loro efficacia
¢ ormai dimostrata da studi internazionali randomizzati che
hanno evidenziato un significativo prolungamento della so-
pravvivenza e un ritardo della progressione leucemica.

Il trapianto allogenico di cellule staminali, anche se riservato
per la sua elevata mortalita e morbilita a categorie seleziona-
te di pazienti, rimane per ora 'unico approccio curativo. Ma
la scelta della strategia terapeutica pitt opportuna non pud
prescindere da una valutazione della qualita di vita attraver-
so strumenti che misurano la realtd soggettiva del paziente,
cioe il suo impatto con la malattia e con gli effetti collaterali
del trattamento.
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Introduzione
Le sindromi mielodisplastiche (SMD) sono un gruppo di disordini

della cellula staminale emopoietica, classificati fra le neoplasie mie-
loidi, caratterizzati dalla presenza di ematopoiesi displastica, citope-
nia di una o pit filiere nel sangue periferico e aumentato rischio di
evoluzione leucemica. Lincidenza di questa condizione ¢ all'incirca
di 5 casi su 100.000 persone per anno nella popolazione generale, ma
aumenta fino a 50 casi su 100.000 persone per anno dopo i 60 an-
ni di etd. Leth mediana alla diagnosi ¢ attorno ai 65 - 70 anni con
una predominanza del sesso maschile 3. Questo significa che nel-
la popolazione italiana sono attese circa 3000 diagnosi di SMD per
anno; a causa del progressivo invecchiamento della popolazione I'in-
cidenza di queste patologie ¢ in aumento. Lincidenza potrebbe esse-
re addirittura piti elevata di quella riportata dai registri internaziona-
li se si considera che molti casi sfuggono alla diagnosi a causa della
sintomatologia sfumata o della non candidabilita del paziente all'ese-
cuzione di un aspirato midollare . Linsorgenza prima dei 50 anni
¢ rara se si escludono le forme correlate a terapie ©.

II percorso diagnostico moderno delle SMD deve prevedere necessa-
riamente un’integrazione tra la storia clinica del paziente e le diver-
se indagini di laboratorio che devono essere pianificate in una strate-
gia multistep (Figura 1).
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La diagnostica delle SMD comincia con un’accurata raccolta anam-
nestica che permette di individuare le manifestazioni cliniche corre-
late alla presenza di malattia, I'avvenuta esposizione a fattori di rischio
e la presenza di altre cause di citopenia. Le principali manifestazio-
ni cliniche correlate alla presenza di malattia sono astenia, infezio-
ni e sanguinamenti ricorrenti dovuti allo stato di citopenia periferi-
ca©, Raramente le SMD si associano a manifestazioni cutanee co-
me la sindrome di Sweet, endocrinologiche come il diabete insipi-
do o reumatologiche come il lupus eritematoso sistemico 79, I
principali fattori di rischio, riassunti nella Tabella 1, sono I'esposi-
zione a chemioterapia, radioterapia, radioimmunoterapia, radioio-
dio e I'esposizione occupazionale o per hobby ad agenti tossici .
Fra i farmaci antiblastici risulta particolarmente rilevante I'esposizio-
ne ad alchilanti, antracicline, inibitori delle topoisomerasi 11V ¢ il
trapianto autologo di cellule staminali emopoietiche 12,
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Figura 1 — Algoritmo diagnostico delle SMD

Tabella 1 — Principali fattori di rischio per lo sviluppo delle SMD




I principale agente chimico correlato ad un aumentato rischio di in-
sorgenza ¢ il benzene 1. La corretta individuazione di questi fatto-
ri di rischio permette di discriminare le SMD insorte de novo da
quelle secondarie.

Ai fini di escludere le cause non neoplastiche di citopenia risulta par-
ticolarmente utile individuare eventuali comorbiditd, utilizzo di so-
stanze da abuso come alcool o tabacco e raccogliere unaccurata
anamnesi farmacologica ). Uanamnesi familiare risulta utile soprat-
tutto nei rari casi di SMD ad insorgenza giovanile nei quali pud es-
sere valutata un'ereditarieta per sindromi da insufficienza midollare,
la pitt comune delle quali ¢ 'anemia di Fanconi seguita dalle patolo-
gie dei telomeri 1319, 1l rischio di insorgenza risulta aumentato an-
che nella sindrome di Down e in altre condizioni benigne come
l'emoglobinuria parossistica notturna. Infine sono descritte forme fa-
miliari associate a mutazioni germinali dei geni RUNX1, CEBPA,
TERC, TERT e GATA2 (17:18),

Poiché la prognosi delle SMD dipende sia da fattori correlati alla ma-
lattia che da fattori correlati al paziente, la raccolta anamnestica per-
mette anche un’iniziale stratificazione prognostica di queste patolo-
gie. Fra i fattori valutabili a scopo prognostico mediante la raccolta
anamnestica troviamo etd, performance status e comorbidita. Linvec-
chiamento ¢ un noto fattore prognostico sfavorevole (19 infatti i
principali score presentano curve di sopravvivenza aggiustate per I'et
(202D Essendo i pazienti con SMD principalmente anziani troviamo
un’elevata prevalenza di comorbidita che spesso limita le scelte tera-
peutiche #2239, Si stima che almeno met dei pazienti presentino una
o pitt comorbidita extraematologiche alla diagnosi, le piti frequenti
delle quali sono le patologie cardiovascolari e il diabete mellito .
La valutazione del grado di comorbidita puo essere effettuata con
strumenti come il Charlson Comorbidity Index o 'Hematopoietic Stem
Cells Comorbidity Index; studi recenti hanno dimostrato che questi
strumenti hanno una valenza prognostica sulla sopravvivenza indi-
pendente dalle scale prognostiche tradizionali come I'nternational
Prognostic Scoring System (IPSS) e il WHO classification-based Progno-
stic Scoring System (WPSS) 25-27),

II significato prognostico sfavorevole delle comorbidita ¢ diverso a
seconda della classe di rischio: nelle SMD a basso rischio infatti le
comorbiditd hanno un effetto diretto aumentando il rischio di
morte non leucemica, nelle SMD ad alto rischio, al contrario, le
comorbidita hanno un effetto indiretto in quanto compromettono
la candidabilita del paziente a trattamenti specifici e ne limitano la
tolleranza 4.

Indagini diagnostiche

Lapproccio diagnostico raccomandato dall’ Organizzazione Mondia-
le della Sanita (WHO) nel caso di un paziente con sospetta SMD
prevede Iintegrazione della valutazione citologica degli strisci di san-
gue periferico, degli aspirati midollari e della biopsia osteomidollare
(BOM) con i dati derivanti dall'analisi citogenetica convenzionale
elo di ibridazione in situ fluorescente (FISH), e in casi selezionati
dall’analisi immunofenotipica e molecolare 8 (Tabella 2).

Una diagnosi di SMD a volte pud essere complessa poiche esistono

casi borderline elo privi all'inizio dei classici criteri codificati dalle clas-
sificazioni Franco Americano Britannico (FAB) e WHO e nei qua-
li & fortemente consigliato un adeguato monitoraggio clinico-emato-
logico anche per mesi.

Si possono riscontrare anche casi con citopenia ma privi di specifiche
alterazioni morfologiche, nei quali una diagnosi presuntiva di SMD
pud basarsi sulla presenza di anomalie citogenetiche frequenti nelle
SMD e/o sulla rilevazione in citofluorimetria di anomalie del paszern
immunofenotipico. Inoltre nei pazienti citopenici senza specifiche al-
terazioni morfologiche, immunofenotipiche, genetiche e citogeneti-
che tipiche delle SMD e per i quali le altre cause di citopenia sono
state escluse, la diagnosi di citopenia idiopatica di significato incer-
to pud essere posta ma con uno stretto monitoraggio clinico e di la-

boratorio 31,
SIGNIFICATO X
ESAME DIAGNOSTICO PRIORITA
Striscio e \/alutazione della displasia
di sangue uni o multi lineare Mandatorio
periferico e Conta dei blasti
e \/alutazione della displasia
Aspirato uni o multi lineare Mandatorio
midollare e Conta dei blasti
e Conta dei sideroblasti ad anello
Biopsia o Valutazione della cellularita
ostgomi dollare e |dentificazione di blasti CD34+ | Mandatorio
e Valutazione della fibrosi
Analisi e |dentificazione di anomalie
. . cromosomiche clonali .
citogenetica : A Mandatorio
convenzionale con importante significato
diagnostico e prognostico
Analisi e |dentificazione di anomalie
citogenetica cromosomiche clonali
molgecolare specifiche dopo fallimento Raccomandato
(FISH) della citogenetica
convenzionale
Analisi immuno- e \/alutazione di anomalie
fenotinica a carico di specifiche linee Raccomandato
P cellulari
e Valutazione di specifiche
Analisi anomalie genetiche Suggerito
molecolari con significato diagnostico
e prognostico

Tabella 2 — Indagini diagnostiche per le SMD




Morfologia

La valutazione morfologica delle cellule del sangue periferico e/o
midollare ¢ il primo step fondamentale per la diagnosi di SMD; de-
ve essere specificato che per rilevare i diversi aspetti morfologici/di-
splastici & necessario disporre di preparati citologici ottimali sia per
omogeneita di allestimento degli strisci che di colorazione (May
Grunwald Giemsa, etc.). La valutazione della displasia su strisci di
sangue periferico e di midollo osseo ¢ cruciale per la diagnosi di
SMD secondo la classificazione 2008 delle neoplasie mieloidi
proposta dalla WHO ¥, Tuttavia ¢ importante precisare che
I'evidenza di displasia morfologica non ¢ sempre equivalente a dia-
gnosi di SMD; infatti, la displasia a carico degli elementi della li-
nea eritroide, mieloide, megacariocitaria pud essere osservata in
soggetti con molteplici altre condizioni quali ad esempio emoglo-
binopatie, deficit nutrizionali, infezioni, terapia con fattori di
crescita (CSFs). E opportuno valutare almeno 200 cellule negli stri-
sci di sangue periferico e 500 negli aspirati midollari, e contare al-
meno 100 eritroblasti e 30 megacariociti. Le caratteristiche displa-
stiche possono essere presenti in una singola linea emopoietica (di-
splasia unilineare) o coinvolgere due o tre linee cellulari (displasia
bilineare, multilineare) nel sangue periferico e/o nel midollo. Le al-
terazioni displastiche possono essere di grado moderato o severo ed
¢ stato stabilito che la percentuale di cellule displastiche a carico di
una o pitt linee emopoietiche (eritroide, mieloide, megacariocitica)
deve essere > 10% per poter essere significativa ai fini della diagno-
si. La classificazione WHO prevede che per ogni sottotipo di SMD
sia definito il grading e tipologia di displasia, la linea e/o le linee
coinvolte, la percentuale e tipologia di blasti e la presenza di pecu-
liari anomalie citogenetiche come la delezione del braccio lungo del
cromosoma 5. Le pili frequenti caratteristiche displastiche che si
possono riscontrare negli strisci di sangue periferico a carico degli
elementi maturi della serie eritroide sono: anisocitosi, poichilocito-
si, corpi di Jolly, punteggiatura basofila, anelli di Cabot; in alcuni
casi possono essere presenti precursori eritroidi con anomalie nu-
cleari. A livello del midollo si osserva spesso una iperplasia dei pro-
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genitori eritroidi e diverse anomalie a carico del nucleo, quali la
gemmazione e la frammentazione nucleare, i contorni nucleari ir-
regolari, la carioressi, i ponti internucleari, la multinuclearita, la
megaloblastosi e la cromatina grossolanamente addensata (Tabella
3; Figura 2). La presenza di vacuoli citoplasmatici e I'incompleta
emoglobinizzazione rappresentano ulteriori segni di displasia eri-
troide 4239, Per completare la valutazione della displasia a carico
della linea eritroide, deve essere effettuata la reazione di Perls per
valutare la presenza e il numero dei sideroblasti. I sideroblasti ad
anello tipici delle SMD devono essere eritroblasti con un numero
minimo di cinque granuli siderotici che coprono almeno un terzo
della circonferenza nucleare 39. Frequentemente si possono osser-
vare nel sangue periferico e nel midollo osseo anche alterazioni a
carico dei granulociti: la disgranulopoiesi si pud manifestare spes-
so sotto forma di anomalie nucleari, quali I'ipolobulazione (neutro-
fili pseudo-Pelger-Huet o monolobati), la presenza dei nuclei
ipersegmentati e/o allargati, di frammenti nucleari, e di anomalie
nella condensazione della cromatina, che spesso coesistono con
l'ipolobulazione nucleare (Tabella 3; Figura 3).

Le caratteristiche citoplasmatiche della displasia a carico dei neutro-
fili includono I'ipogranularita, la presenza dei granuli pseudo-Che-
diak-Higashi e raramente dei corpi di Auer. Lipogranularita si ve-
rifica frequentemente ed ¢ associata a difetti nella formazione dei
granuli secondari. Tuttavia, la valutazione di questa caratteristica ¢
altamente soggettiva e pud dipendere dalla qualita della colorazio-
ne. Losservazione al microscopio di un neutrofilo segmentato ben
colorato ¢/o di un precursore dei neutrofili con granuli secondari
ben sviluppati, preferibilmente nello stesso preparato, ¢ indicativa
di una buona qualita della colorazione. La morfologia dei megaca-
riociti dovrebbe essere valutata analizzando sia gli strisci degli agoa-
spirati che le sezioni istologiche. Per I'identificazione della disme-
gacariopoiesi, 'esame di almeno 30 megacariociti ¢ stato propo-
sto unitamente alla soglia raccomandata del 10% di elementi di-
splastici ¥,

Le caratteristiche displastiche consistono nella presenza dei nuclei

: -,

e 8 .:
9&'5-

- 8
NP e

Figura 2 — Aspetti morfologici displastici della linea eritroide.

Figura 3 — Aspetti morfologici displastici dei granulociti neutrofili.




monolobati, ipolobati e iperlobati (Figura 4), e di nuclei multipli
e ben distanziati come le forme pawn-ball.

I megacariociti di dimensione normale o ridotta con un singolo
nucleo disposto in modo eccentrico sono frequenti nella sindrome
del 5q- e nei casi con anomalie a carico del cromosoma 3.

"’ l

Figura 4 — Aspetti morfologici displastici delle piastrine e dei megacariociti

La displasia dei megacariociti ¢ spesso associata alla trombocitope-
nia e ad alterazioni morfologiche delle piastrine, quali I'anisopoi-
chilocitosi con a volte piastrine giganti, I'ipogranularita e i blebs ci-
toplasmatici (Tabella 3).

Oltre alla valutazione del grading displastico e della linea cellulare
coinvolta, la rilevazione/presenza di blasti costituisce un altro
aspetto cruciale per una classificazione accurata delle SMD. In ac-
cordo con i criteri recentemente stabiliti, 1 mieloblasti sono defini-
ti sulla base di diversi aspetti morfologici nucleari e citoplasmatici,
quali I'alto rapporto nucleo/citoplasma, la presenza di nucleoli ben
visibili, la struttura fine della cromatina nucleare e la variabile ba-
sofilia citoplasmatica. I mieloblasti possono presentare o meno gra-
nuli o corpi di Auer, mentre ¢ spesso non visibile la zona di Golgi.
Indipendentemente dal numero di granuli, i mieloblasti delle
SMD devono essere classificati come agranulari o granulari 3334,
Dato che la valutazione morfologica dei blasti risente della sogget-
tivitd delloperatore, il gruppo di lavoro internazione sulla morfo-
logia delle sindromi mielodisplastiche ha proposto alcune racco-
mandazioni per l'identificazione dei blasti e la diagnosi differenzia-
le tra blasto granulare e promielocito displastico %),

Sangue periferico

Anisocitosi
Poichilocitosi
Punteggiatura basofila

LINEA ERITROIDE

Midollo osseo

Binuclearita

Ponti internucleari

Contorni nucleari irregolari
Cambiamenti megaloblastoidi
Sideroblasti ad anello
Inclusioni citoplasmatiche
Ponti citoplasmatici
Emoglobinizzazione incompleta
Vacuolarizzazione

Sangue periferico

Ipolobulazione nucleare granulocitaria (pseudo Pelger-Huet)
Ipogranulazione/degranulazione citoplasmatica granulocitaria
Blasti

LINEA MIELOIDE

Midollo osseo

Forme nucleari bizzarre

Ipolobulazione nucleare (pseudo Pelger-Huet)
Ipersegmentazione nucleare

Granuli pseudo Chediak-Higashi
Ipogranulazione/degranulazione citoplasmatica
Anisocitosi

Sangue periferico

Anisocitosi piastrinica
Piastrine giganti

LINEA MEGACARIOCITARIA
Midollo osseo

Grandi forme monolobulari
Piccoli elementi binucleati
Nuclei dispersi
Micromegacariociti
Degranulazione

Tabella 3 — Caratteristiche cellulari displastiche nel sangue periferico e nel midollo




Istopatologia

La BOM fornisce importanti informazioni sugli aspetti architettura-
li del tessuto midollare consentendo di valutare in modo completo la
cellularitd, le caratteristiche topografiche della componente megaca-
riocitaria, la presenza, la percentuale e topografia di blasti e la fibrosi
midollare. Consente, inoltre, di definire i quadri di SMD ipocellula-
ri e soprattutto permette di effettuare diagnosi differenziale con altre
condizioni come ad esempio I'aplasia midollare, le Leucemie Acute
Mieloidi (LAM) ipocellulari o lesioni focali derivate da metastasi di
neoplasie solide. Le colorazioni utilizzate includono I'ematossilina-eo-
sina, il Giemsa, il blu di Prussia, immunocolorazioni per mieloperos-
sidasi, glicoforina A o C, CD34, CD117, megacariociti (CD61 o
CD42b), monociti (KP1/CD68, PGM1/CD68R), CD20 (per i lin-
fociti B), CD3 (per i linfociti T), e 'impregnazione argentica di Go-
mori per valutare la fibrosi midollare %), Nella maggior parte dei ca-
si di SMD (circa '80%) I'aspetto pili frequentemente rilevato ¢ rap-
presentato dalla dismegacariopoiesi con megacariociti ipo o iper- lo-
bulati, alto rapporto nucleo/citoplasma, cromatina delicata e presen-
za di uno o pitt nucleoli. Nel 70% circa dei casi di SMD la BOM ri-
leva inoltre diseritropoiesi con megaloblastosi o con difetti di matura-
zione dell’eritrone, composto da cellule nello stesso stadio di sviluppo,
talora con predominanza di proeritroblasti e/o eritroblasti basofili.
Nel midollo dei pazienti affetti da SMD viene meno la normale ar-
chitettura midollare; spesso gruppi di cellule mieloidi immature (de-
finiti aggregati se formati da 3-5 cellule o cluster se formati da pitr di
5 cellule) sono frequentemente osservati nel centro dello spazio mi-
dollare, al di fuori della loro localizzazione endosteale; questo feno-
meno prende il nome di ALIP (Abnormally Localized Immature Pre-
cursor), si verifica piti frequentemente nei casi ad alto grado (AREB)
e potrebbe quindi avere un importante significato prognostico .
Lidentificazione di tali cluster ¢ spesso condizionata dall’esperienza
dell'istopatologo e dalle dimensioni del campione bioptico analizza-
to. Per questo motivo puo essere importante procedere con I'immu-
nocolorazione con anticorpi anti CD34 per identificare i cluster di
blasti, sebbene alcuni blasti nelle SMD possano risultare negativi per
tale antigene. La presenza di ALIP e/o di focolai di cellule CD34+ pud
essere indice di iniziale trasformazione leucemica.

Il midollo ¢ generalmente iper o normocellulare, ma in una mino-
ranza di pazienti (circa il 10%) ¢ ipocellulare (SMD ipoplastiche)
(3637), A questo gruppo non ¢ stato attribuito un differente significa-
to prognostico, tuttavia & necessario considerare una diagnosi diffe-
renziale sia con I'anemia aplastica che con le LAM ipocellulari.
Quando si considera la diagnosi di SMD ipoplastica ¢ importante
escludere anche mielopatie da sostanze tossiche e disordini autoim-
muni. La distinzione tra queste entita puo essere difficoltosa poiche
le differenze morfologiche possono essere lievi 38). La BOM ¢ inol-
tre necessaria per stabilire il grado di fibrosi midollare. Il sistema pitt
recente usato per indicare il grado di fibrosi midollare ¢ quello del-
U European Myelofibrosis Network (EUMNET) ®%, Nel 10-20% dei
casi di SMD si osserva una fibrosi moderata o severa (di grado 2 0 3
secondo TEUMNET). Si osserva una fibrosi significativa soprattut-
to nei casi ad alto rischio e nelle SMD secondarie a chemioterapia
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¢/o a radioterapia, tuttavia la fibrosi pud essere rilevata anche nei ca-
si a basso rischio ). Le SMD con marcata fibrosi midollare identi-
ficano un sottogruppo distinto di SMD con displasia multilineare,
eccesso di blasti, aumentato fabbisogno trasfusionale e un decorso cli-
nico pitt aggressivo “04V. Questi casi vanno attentamente valutati
per la diagnosi differenziale con altre neoplasie mieloidi quali la leu-
cemia mielomonocitica cronica (LMMC), la mielofibrosi primaria
(MP), la leucemia megacarioblastica e la panmielosi acuta con mie-
lofibrosi.

Citofluorimetria

Lanalisi citofluorimetrica ¢ una procedura raccomandata nella dia-
gnostica delle SMD ma, a differenza dell'analisi morfologica su san-
gue periferico e midollo osseo e dell’analisi citogenetica, non ¢ rite-
nuta indispensabile *%). La valenza diagnostica della citofluorimetria
nelle SMD consiste nella possibilita di rilevare anomalie nella diffe-
renziazione e/o lespressione di antigeni aberranti a livello dei com-
partimenti mieloidi e linfoidi, sia immaruri che maturi 2.

E noto come la sola analisi morfologica abbia una scarsa riproducibi-
lita e specificita nel riconoscimento delle alterazioni displastiche ren-
dendo talora problematica la distinzione di alcune SMD e altre con-
dizioni di citopenia non clonale @\ Lo strumento piti importante, ol-
tre alla morfologia, ¢ rappresentato dall’analisi citogenetica che presen-
ta significato diagnostico, prognostico e terapeutico; tuttavia, soprat-
tutto nei pazienti con cariotipo normale, ¢ utile associare altri stru-
menti diagnostici e in questi casi la citofluorimetria pud rappresenta-
re un valido contributo 3.

Lanalisi citofluorimetrica si esegue su midollo osseo in provetta epari-
nata (in alternativa contenente EDTA), conservato a temperatura am-
biente per un massimo di 24 ore prima dell'analisi; le cellule incuba-
te devono essere almeno 500.000 per combinazione di anticorpi 4.
Nonostante nessuna aberrazione citofluorimetrica, se presa singolar-
mente, sia patognomonica, la combinazione di diverse aberrazioni
permette di discriminare le SMD dalle citopenie non clonali, dalle
citopenie di significato incerto e da altre neoplasie mieloidi 4540,
Singole anomalie fenotipiche maturative sono spesso presenti anche
nella popolazione sana, quindi non sono specifiche per SMD ma ¢
stato dimostrato che la coesistenza di diverse aberrazioni citofluori-
metriche in pazienti con sospetta SMD correla con il grado di displa-
sia valutato all’esame morfologico 7).

11 ruolo della citofluorimetria quindi ¢ quello di supportare I'analisi
morfologica e citogenetica nei casi dubbi; tale strumento risulta par-
ticolarmente utile nelle forme a basso rischio in cui spesso manca
un'anomalia citogenetica clonale e quindi la diagnosi dovrebbe basar-
si sulla sola morfologia. Inoltre, dopo la diagnosi di SMD, la cito-
fluorimetria permette di distinguere le anemie refrattarie dalle cito-
penie refrattarie con displasia multilineare identificando anomalie
immunofenotipiche nei compartimenti granulocitario e monocita-
rio, contribuendo cosi ad una prima stratificazione prognostica. I re-
quisiti minimi citofluorimetrici sono riassunti nella Tabella 4; I'ana-
lisi di questi parametri ¢ possibile utilizzando un'indagine citofluori-
metrica a quattro colori 8). Nella diagnostica delle SMD l'indagine




citofluorimetrica deve obbligatoriamente interessare almeno i precur-
sori mieloidi dei quali si riporterd percentuale, proprietd fisiche,
espressione di CD117, maturazione ed espressione di marcatori aber-
ranti, permettendo cosl di differenziare i precursori mieloidi norma-
li da quelli patologici. In seconda battuta possono essere valutati neu-
trofili maturi, monociti, progenitori B cellulari ¢ il compartimento
eritroide; scarsamente informativo risulta invece lo studio della filie-
ra megacariocitaria. I marcatori citofluorimetrici da analizzare sono:
CD45, CD34, CD117, CD7, e CD19 sui progenitori mieloidi;
CD13 e CD33 su progenitori mieloidi, monociti e neutrofili matu-
ri; HLA-DR e CD11b su progenitori mieloidi e monociti; CD14 sui
monociti e CD16 sui neutrofili maturi 474,

L European Leukemia NET ha sviluppato nelle SMD uno score cito-
fluorimetrico basato su parametri riproducibili per migliorarne I'ac-
curatezza diagnostica, consentendo una sensibilita del 70% e una
specificita del 93%. Questi parametri sono rappresentati dalle aber-
razioni citofluorimetriche di piti frequente riscontro: aumentata
espressione di CD34 ed espressione aberrante di CD45 nella popo-
lazione mieloblastica, diminuita espressione di CD34 nella popola-
zione linfoide B, diminuito valore di Side Scatter (SCC) nei granulo-
citi 09, E stata anche dimostrata una correlazione fra uno score immuno-

fenotipico e la prognosi in pazient sottoposti a trapianto di cellule stami-
nali O, Infine I'indagine citofluorimetrica permette di individuare
eventuali cloni recanti I'anomalia dell'emoglobinuria parossistica not-
turna (EPN) associati alla SMD, eventualita che si presenta in circa
il 20% dei casi ©?. La citofluorimetria deve essere eseguita solo da
personale esperto e non deve mai sostituirsi alla morfologia nel con-
teggio delle cellule immature in quanto non tutti i blasti esprimono
il CD34 e la diluizione del campione o la sua manipolazione posso-
no dare origine a risultati talora confondenti ®*. Ad oggi la princi-
pale limitazione all’utilizzo dell’analisi citofluorimetrica nelle SMD
¢ che essa si basa su protocolli e metodi non perfettamente standar-
dizzati, non ancora validati nell'ambito di studi multicentrici pro-
spettici.

Citogenetica

Lindagine citogenetica ha un ruolo fondamentale nel documenta-
re la presenza di clonalita in pazienti con sospetta SMD e rappresen-
ta un’indagine indispensabile non solo nella diagnostica ma anche
nella definizione della prognosi 1. In alcuni casi la citogenetica pud
essere utilizzata anche per la scelta terapeutica come nel caso della
sindrome del 5g- che ha trovato nella lenalidomide un trattamento

LINEA CELLULARE

ANALISI RACCOMANDATE

ABERRAZIONI

Percentuale fra le cellule nucleate

Aumentata

CD13 e CD33

Espressione di CD45, CD34, CD117, HLA-DR,

Assente/diminuita/aumentata

Progenitori mieloidi e monocitari

Espressione di CD11b e CD15

Espressione asincrona

Espressione di CD5, CD7, CD19

Espressione aberrante

Percentuale Diminuita
Neutrofili maturi SSC vs SSC linfocitario Diminuito
Relazione fra CD13 e CD33 o CD16, relazione Alterate
fraCD15¢e CD10
Percentuale Diminuita/aumentata

Monociti

Distribuzione dei gradi di maturazione

Incremento delle forme immature

Espressione di CD13 e CD33

Aumentata/diminuita

Relazione fra HLA-DR e CD11b, CD36 e CD14 | Alterate

Progenitori B cellulari

Percentuale del totale di cellule CD34+

Diminuita/assente

Compartimento eritroide

Percentuale fra le cellule nucleate Aumentata
Espressione di CD71 e relazione con CD235a | Diminuita
Espressione di CD36 Diminuita
Percentuale di precursori CD117+ Aumentata

Tabella 4 — Criteri minimi raccomandati per la valutagione citofluorimetrica di displasia, adattato da Westers et al., )




efficace ¥ Le anomalie citogenetiche spesso interessano singoli cro-
mosomi, con alterazioni che di solito comportano guadagno o per-
dita di materiale genico (perdita o guadagno di un intero cromoso-
ma, note rispettivamente come monosomia o trisomia, ovvero
perdita di porzioni di un cromosoma, cio¢ delezioni). Meno fre-
quentemente si rinvengono alterazioni della struttura sotto forma di
inversioni di segmenti cromosomici o traslocazioni bilanciate che
rappresentano scambi di materiale tra due o pitt cromosomi. In al-
cuni casi si rinviene un cariotipo complesso: questa condizione &
spesso associata a riarrangiamenti che coinvolgono multipli cromo-
somi, inclusi i cosidetti cromosomi derivativi (der) o marcatori
(mar) che nascono dalla traslocazione di materiale di uno o pit cro-
mosomi su un altro cromosoma. Nelle forme di SMD secondaria si
osservano talora i cosiddetti double minutes, rappresentati da picco-
le porzioni di cromosomi duplicati molte volte che, al pari delle /o-
maogeneously staining regions (segmenti di materiale genico aggiunti-
vo su un cromosoma che assume il colorante del bandeggio in ma-
niera omogenea), rispecchiano fenomeni di amplificazione genica
rilevanti per la progressione tumorale. Nelle SMD le delezioni sono
le anomalie citogenetiche singole che si presentano con maggior fre-
quenza 9. Anomalie citogenetiche sono presenti nel 50-60% dei

ANOMALIA CITOGENETICA FREQUENZA (%)
-5 0 del (50) 10-15
-7 0del (79) 10
+8 5-10
i(179) ot (17p) 2-3
del (12p) ot (12p) 1-2
del (11q) 1-2
-13 0 del (13q) 1-2
del (90) 1

idic (X) (q13) 1

inv (3) (421:926.2) 1
t(6;9) (p23;034) 1
t(3;21) (q26.2;022.1) <1
t(1;3) (p36.3;g21.2) <1
t(11;16) (923;p13.3) <1
t(2;11) (p21;923) <1

Tabella 5 — Frequenza delle anomalie citogenetiche ricorrenti nelle SMD.
Adattato da Schanz ] et al. ©7)
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casi di SMD, la loro incidenza ¢ anche superiore nelle forme ad al-
to rischio e arriva fino all'80% nelle forme secondarie. Le pitr fre-
quenti fra queste anomalie sono (Tabella 5): delezione 5q, monoso-
mia 7 o delezione 7q, trisomia 8, delezione 20q e perdita del cromo-
soma Y; il 10-15% delle SMD infine presenta cariotipi complessi
con anomalie multiple 5357). Anomalie addizionali possono insor-
gere durante il corso della malattia spesso precedendo una possibi-
le evoluzione in LAM ®®. Un’analisi citogenetica su sangue midol-
lare dovrebbe essere eseguita in tutti i pazienti con sospetta SMD
candidabili all’esecuzione di un aspirato midollare, almeno 20 me-
tafasi dovrebbero essere analizzate e descritte secondo le raccoman-
dazioni dell International System for Human Cytogenetic Nomencla-
ture (ISCN) %), Sulla base di queste linee guida si definisce clone la
presenza di almeno 2 cellule midollari che mostrino un’anomalia
strutturale o acquisizione di materiale genetico oppure almeno 3 cel-
lule midollari che presentino la stessa perdita di materiale genetico.
Come detto, un cariotipo si definisce invece complesso se presenta
almeno 3 anomalie citogenetiche clonali indipendenti in almeno 2
cellule. Nonostante non esistano lesioni citogenetiche patognomo-
niche per SMD, in quanto la maggior parte di esse sono riscontra-
bili anche nelle LAM, il riscontro di una lesione citogenetica ricor-
rente in pazienti con ditopenia non altrimenti spiegabile ¢ sufficien-
te per porre diagnosi di SMD anche in assenza di displasia all’esame
morfologico; secondo la classificazione WHO 2008 questa condi-
zione fara parte della categoria SMD non classificabile 7).
Alcune anomalie citogenetiche come la trisomia 8 e la delezione
20q, nonostante siano frequentemente riscontrate nelle SMD, si
presentano con elevata frequenza anche in altre patologie ematolo-
giche come alcune sindromi mieloproliferative croniche e, talora,
nell’anemia aplastica V). Nei casi dubbi o in cui non ¢ possibile ese-
guire un cariotipo a causa di metafasi assenti o di scarsa qualita,
I'analisi citogenetica convenzionale puo essere sostituita dalla FISH
eseguita su nuclei in interfase. Lutilizzo della FISH permette inol-
tre di riscontrare anomalie citogenetiche in un 15% dei casi in cui
il cariotipo risulti normale all'indagine citogenetica convenzionale
permettendo quindi I'individuazione di lesioni citogenetiche occul-
te e piccoli cloni ©2),

Lindagine FISH dovrebbe comprendere le sonde per le seguenti re-
gioni cromosomiche: 5q31, centromero dei cromosomi 7 e 8,
7931, 20q, e 17p13 ®). In caso di presenza di piccole percentuali di
positivita 'analisi dovrebbe essere ripetuta. Il limite principale del-
la FISH ¢ che puo rilevare solo le lesioni genetiche per le quali ven-
gano testate specifiche sonde di interesse. Ad oggi inoltre, gli score
prognostici pit utilizzati si basano sulla citogenetica convenziona-
le; I'esecuzione della FISH risulta quindi indicata solo in caso di fal-
limento ripetuto di questa metodica.

In casi selezionati in cui non sia disponibile materiale midollare Iin-
dagine FISH pud essere eseguita su cellule di sangue periferico pur
considerando che un risultato negativo non esclude la presenza di
anomalie citogenetiche coinvolgenti regioni cromosomiche non in-
cluse nel pannello di sonde utilizzate.




Delezione del cromosoma 5

La delezione del braccio lungo del cromosoma 5 (5q) ¢ la pitt fre-
quente anomalia cromosomica osservata nelle SMD, si presenta in-
fatti in un 15% dei casi ©¥. Nonostante le delezioni siano spesso
ampie, le indagini citogenetiche e molecolari hanno portato a rico-
noscere due regioni frequentemente delete: 5q33.1 associata alla
sindrome 5q- e quindi ad un significato prognostico favorevole e
5¢31 spesso associata alle SMD secondarie a terapia e quindi ad un
significato prognostico sfavorevole ¢4 69,

I braccio lungo del cromosoma 5 contiene numerosi geni implica-
ti nella patogenesi delle SMD. La proteina RPS14, indispensabile
per la maturazione della subunita ribosomiale 408, ¢ stata associa-
ta alla patogenesi della sindrome 5q- in cui ¢ presente un deficit
della funzione ribosomiale simile a quello osservato nell'anemia di
Diamond-Blackfan ©9), Tl deficit ribosomiale indotto dalla delezio-
ne di RPS14 sarebbe potenziato dalla perdita dei geni codificanti
per i micro-RNA miR-145 ¢ miR-146, anch’essi codificati in
questa regione cromosomica ).

Studi in modelli murini suggeriscono che il danno ribosomiale pre-
sente nella sindrome 5g- determini un danno cellulare con mecca-
nismo p53 dipendente ©9),

Un ruolo nella espansione clonale pud essere giocato dalla perdita
di geni quali SPARC, mentre la sensibilita del clone 5g- alla lena-
lidomide sarebbe determinata dalla delezione di CDC25C e
PP2A; altri geni situati sul braccio lungo del cromosoma 5, comu-
nemente associati alle SMD secondarie a terapia e alla LAM sono

EGR1, NPM1, CTNNAI e APC 70,

Monosomia o delezione del cromosoma 7

Le anomalie del cromosoma 7 sono rappresentate per il 90% dei
casi da monosomie e per il 10% dei casi da delezioni del braccio
lungo (7q), sono presenti in circa il 10% dei pazienti con SMD de
novo e in circa il 50% dei pazienti con SMD secondaria a terapia
1. Ad oggi non sono stati identificati geni potenzialmente coin-
volti nella patogenesi delle SMD. Una interessante associazione &
recentemente emersa tra delezione 7q e mutazioni del gene

SETBP1 72,

Trisomia del cromosoma 8

La trisomia del cromosoma 8 ¢ presente in meno del 10% dei casi di
SMD, il ruolo di questa anomalia citogenetica nella patogenesi del-
le SMD ¢ stato associato ad unaumentata espressione dell’ oncogene
MYC e di altri geni antiapoptotici 7?). Nelle SMD con questa ano-
malia ¢ stata prospettata una genesi autoimmune: ¢ infatti stata do-
cumentata la presenza di espansioni oligoclonali di linfociti T CD8+
soppressori in grado di riconoscere 'antigene WT'1, sovraespresso
nelle cellule CD34+ di SMD recanti trisomia 8 7,

E inoltre riportata la possibilita di rispondere alla terapia immuno-
soppressiva %), Occorre precisare tuttavia che i fattori biologici pre-
dittivi pits significativi sono rappresentati dalla giovane eta dall’espres-
sione del’HLA-B15 9.

Delezioni del cromosoma 20

Le delezioni del braccio lungo del cromosoma 20 (20q) sono presen-
ti in meno del 5% dei casi di SMD. Ad oggi sono state individuate
regioni comunemente delete ma non ancora geni associati alla pato-
genesi della malattia 7). Poco meno di un terzo dei casi con 20q-
pud presentare anomalie citogenetiche aggiuntive, soprattutto nelle
fasi avanzate di malattia 9.

Perdita del cromosomaY

La perdita del cromosoma Y ¢ un'anomalia frequente nell'uomo, so-
prattutto nell’anziano, anche in assenza di patologia ematologica,
percid non si ritiene che abbia un ruolo nella patogenesi delle
SMD 79,

Cariotipo complesso

Presente nel 5-10% dei casi, questa condizione riflette una condizio-
ne di instabilita genetica e di evoluzione clonale; si associa frequen-
temente ad anomalie dei cromosomi 5 e/o 7 e alla mutazione di

TP53 @0,

Classificazione

Lintegrazione tra le valutazioni morfologiche, istopatologiche e cito-
genetiche consente di definire la diagnosi di SMD in accordo con
l'attuale classificazione proposta dalla WHO del 2008 (Tabella 6).
In base a questa classificazione vengono identificate sette distinte ca-
tegorie: le citopenie refrattarie con displasia unilineare (CRDU),
I'anemia refrattaria con sideroblasti ad anello (ARSA), la citopenia re-
frattaria con displasia multilineare (CRDM), I'anemia refrattaria con
eccesso di blasti (AREB), la SMD con isolata del (5q), la sindrome
mielodisplastica inclassificabile (SMD-U) e la citopenia refrattaria
dellinfanzia ©%). Tale classificazione rappresenta uno strumento
utile per la definizione di diversi sottotipi caratterizzati da differen-
te prognosi.

Citopenie refrattarie con displasia unilineare (CRDU)
- Anemia refrattaria (AR)

- Neutropenia refrattaria (NR)

- Trombocitopenia refrattaria (TR)

2 | Anemia refrattaria con sideroblasti ad anello (ARSA)

3 | Citopenia refrattaria con displasia multilineare (CRDM)

4 | Anemia refrattaria con eccesso di blasti (AREB-1 e 2)

5 | Sindrome mielodisplastica con del(5q) isolata

6 | Sindrome mielodisplastica inclassificabile (SMD-U)

Sindrome mielodisplastica del bambino
Entita provvisoria: Citopenia refrattaria del bambino

Tabella 6 — Classificazione WHO 2008 ?%




Tra le principali differenze rispetto alla precedente edizione della
classificazione WHO 2001 vi ¢ I'introduzione della nuova catego-
ria CRDU, che comprende 'anemia refrattaria (AR), la neutrope-
nia refrattaria (NR) e la trombocitopenia refrattaria (TR); tali con-
dizioni rappresentano complessivamente circa il 10-20% di tutte le
SMD. Questo sottotipo include i pazienti con citopenia isolata o
bicitopenia associata a displasia unilineare.

Indipendentemente dalla linea emopoietica coinvolta, i blasti nel
gruppo delle CRDU sono assenti o rappresentano meno dell’1%
della conta differenziale del sangue periferico. La CRDU ha un
lungo decorso clinico e raramente progredisce in LAM (il tasso di
trasformazione ¢ di meno del 5% dopo 5 anni). La maggior parte
dei pazienti con CRDU presenta un’anemia normocitica/normo-
cromica o macrocitica con anisopoichilocitosi e anisocromasia e
meno dell'1% di blasti nel sangue periferico.

Similmente, il numero di blasti nel midollo non & aumentato (me-
no del 5%). Le diagnosi di NR e TR sono molto rare interessando
circa I'1-2% di tutti i casi di SMD. Queste entita sono caratteriz-
zate da neutropenia (ANC, Absolute Neutrophil Count, meno di
1.8x10%/L) o trombocitopenia (meno di 100x10%/L) unitamente a
morfologia displastica nella rispettiva linea emopoietica.

E stata modificata la definizione di sideroblasti ad anello rispetto
alla WHO 2001 ®Y; Punica categoria caratterizzata dalla presenza
dei sideroblasti ad anello ¢ rappresentata dall’anemia refrattaria con
sideroblasti ad anello (ARSA) ®¥. T pazienti con ARSA presentano
anemia inspiegabile, morfologia displastica a carico della linea eri-
troide e almeno il 15% di sideroblasti ad anello. I blasti non si os-
servano nel sangue periferico e rappresentano meno del 5% delle
cellule del midollo osseo. E importante ricordare che i sideroblasti
possono essere osservati in un'ampia varieta di stati reattivi e pos-
sono comparire transitoriamente in associazione con I'esposizione
ai farmaci e tossine. CARSA rappresenta il 5-10% di tutti i casi di
SMD ed ¢ considerata una malattia a basso rischio essendo carat-
terizzata da progressione in LAM soltanto nell’1-2% dei casi.

Le due categorie di citopenia refrattaria con displasia multilineare
definite nella WHO 2001 (CRDM e CRDM-SA) sono ormai ri-
conosciute come un'unica categoria (CRDM), che include i casi ca-
ratterizzati da displasia a carico di 2 o 3 linee cellulari midollari. E
comunque importante segnalare I'eventuale presenza dei siderobla-
sti ad anello al fine di predire la risposta al trattamento terapeuti-
co. I pazienti con CRDM, caratterizzati da un tempo di sopravvi-
venza mediana di circa 3 anni, hanno una prognosi pit sfavorevo-
le ¢ un rischio maggiore di sviluppare leucemia rispetto ai pazien-
ti con CRDU e ARSA (caratterizzati da una sopravvivenza media-
na di circa 6 anni). E comunque importante sottolineare che la
prognosi dei pazienti con CRDM dipende dal grado di displasia e
dai dati citogenetici. La CRDM rappresenta un sottotipo comune
che rappresenta il 30-40% dei casi di SMD.

Sono stati definit, inoltre, due diversi sottotipi di anemia refratta-
ria con eccesso di blasti (AREB-1 e AREB-2). I pazienti con un nu-
mero di blasti compreso tra il 2-4% nel sangue periferico e con una
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percentuale nel midollo osseo inferiore al 5% sono classificati co-
me AREB di tipo 1, mentre i pazienti con una percentuale di bla-
sti nel sangue periferico compresa tra il 5% e il 19 % o tra il 10-
19% nel midollo osseo sono classificati come AREB di tipo 2. I pa-
zienti con AREB presentano una severa citopenia, mostrano dispo-
iesi in tutte le linee emopoietiche ed hanno un pit alto rischio di
sviluppare LAM con una sopravvivenza mediana di 1-2 anni. La
sopravvivenza correla con la percentuale dei blasti nel sangue peri-
ferico e nel midollo osseo.
Se lanalisi citogenetica mostra la presenza di una del(5q) isolata
senza eccesso di blasti, la diagnosi ¢ di SMD con del(5q) isolata. In
questa condizione si osserva pill frequentemente anemia, tuttavia
anche altre citopenie possono essere evidenziate. La sindrome del
5q- ¢ caratterizzata da anemia macrocitica e da una conta norma-
le 0 elevata delle piastrine. I blasti comprendono meno dell'1% dei
leucociti nel sangue periferico. La monocitosi ¢ assente. Il midol-
lo osseo mostra frequentemente ipoplasia eritroide e aumento
della megacariopoiesi con i tipici megacariociti monolobati o ipo-
lobati. Raramente pud essere osservata anche displasia a carico del-
la serie eritroide e mieloide. I blasti rappresentano meno del 5% di
cellule nucleate midollari. I corpi di Auer sono assenti. La progno-
si dei pazienti con la sindrome del 5q- ¢ generalmente favorevole e
la maggior parte dei pazienti risponde al trattamento con I'immu-
nomodulatore lenalidomide. Tuttavia, ¢ importante distinguere la
sindrome del 5q- dai casi con delezioni del 5q piti prossimali asso-
ciate a SMD e LAM ad alto rischio. La SMD-U rappresenta un
sottotipo di SMD che comprende i casi che non soddisfano i cri-
teri di altri sottotipi. Pud essere diagnosticata nei pazienti che pre-
sentano le seguenti caratteristiche:

* non sono soddisfatti i criteri per una diagnosi di CRDU
o CRDM, ma in occasione di almeno due prelievi consecutivi si
riscontra I'1% dei blasti nel sangue periferico;

* pancitopenia e displasia morfologica limitata alla linea emopo-
ietica;

* citopenia persistente, nessun aumento dei blasti, assenza di carat-
teristiche morfologiche diagnostiche della SMD (meno del 10%
di cellule displastiche in ogni linea), ma presenza di anomalie ci-
togenetiche clonali considerate come una prova presuntiva della
SMD.

Secondo la classificazione WHO del 2008, se nel corso della ma-

lattia insorgono caratteristiche di uno specifico sottotipo di SMD,

il caso inizialmente classificato come SMD-U dovrebbe essere ri-

classificato. La prognosi di SMD-U ¢ variabile e devono essere ef-

fettuati controlli ravvicinati.

Infine, la classificazione WHO del 2008 ha definito un subset di

pazienti pediatrici con specifiche caratteristiche differenti da quel-

le normalmente osservate negli adulti. E stata inclusa una catego-
ria distinta definita come citopenia refrattaria dellinfanzia; essa
comprende i bambini con SMD che hanno citopenia persistente

con meno del 2% dei blasti nel sangue periferico e meno del 5%

dei blasti nel midollo.




Prognosi

Le SMD rappresentano un gruppo di disordini estremamente etero-
genei dal punto di vista del decorso clinico, infatti comprendono for-
me indolenti a basso rischio con un’aspettativa di vita simile alla po-
polazione generale e forme ad alto rischio, pilt simili ad una LAM. I
fattori prognostici possono essere suddivisi in fattori correlati alle ca-
ratteristiche della malattia (percentuale dei blasti, presenza di anoma-
lie cromosomiche, grado di insufficienza midollare) e fattori legati al-
le caratteristiche del paziente (etd, comorbidita, richiesta trasfusionale).

Fattori prognostici legati alla malattia

La definizione del rischio correlato alle caratteristiche della malat-
tia si avvale di sistemi prognostici che combinano molteplici ca-
ratteristiche cliniche con variabili ematologiche. Nel 1997 I Inter-
national SMD Risk Analysis Workshop ha proposto il sistema
IPSS basato sulla valutazione della presenza di blasti nel midollo,
anomalie citogenetiche e numero di citopenie periferiche ?¥ (Ta-
bella 7). In base a questo sistema vengono identificate 4 classi di
rischio (basso, intermedio-1, intermedio-2 e alto) con differente
sopravvivenza media e probabilita di evoluzione in LAM.

Il sistema IPSS ha rappresentato per molti anni il riferimento per
le decisioni cliniche e per il disegno di numerosi importanti #ial
clinici. Successivamente si ¢ visto che altri fattori possono avere
un importante significato prognostico, come la displasia multili-
neare, I'anemia severa o la dipendenza da trasfusione e la presen-
za di fibrosi midollare 41:8283),

Queste variabili sono state integrate nel nuovo sistema prognosti-
co WPSS, basato sulla classificazione WHO, in grado di classifi-
care i pazienti in 5 classi di rischio (molto basso, basso, interme-
dio, alto, molto alto) con differente sopravvivenza e probabilita di

evoluzione leucemica 848

). Questo sistema ¢ stato validato in di-
verse casistiche di pazienti affetti da SMD ed ¢ stato recentemen-
te incluso nelle linee guida terapeutiche del Nazional Comprehen-
sive Cancer Network (NCCN) ®9). Nel sistema WPSS la displasia
multilineare, 'anemia severa o la dipendenza da trasfusione e la
presenza di fibrosi midollare consentono una pitt accurata defini-
zione della prognosi soprattutto nelle classi a rischio basso o in-
termedio-1 definite dal sistema IPSS ®7), 1l sistema WPSS, inol-
tre, ha il vantaggio di essere efficace anche in momenti diversi
dalla diagnosi e puo essere utilizzato come un sistema di score pro-
gnostico dinamico.

Pit recentemente ' International Working Group per la prognosi
delle SMD ha rivisto il sistema IPSS (IPSS-R) sulla base dell’ana-
lisi di unampia coorte di pazienti non trattati affetti da SMD ?V
(Tabella 8).

Quest'analisi ha consentito di attribuire un significato prognosti-
co anche alle piti rare anomalie citogenetiche, identificando 5 grup-
pi di rischio citogenetico invece dei tre identificati dal sistema IPSS;
le anomalie citogenetiche insieme alla valutazione dei blasti midol-
lari e alle citopenie periferiche sono alla base del nuovo sistema
IPSS-R Y, Sono a disposizione dei sistemi di calcolo online per
definire la classe di rischio IPSS-R (http://www.ipss-r.com).

I pazienti inclusi nel gruppo a rischio molto alto hanno una media-
na di sopravvivenza di soli 0.8 anni, mentre la sopravvivenza me-
dia dei pazienti a rischio molto basso ¢ di 8.8 anni, comunque mol-
to diversa dall'aspettativa di vita degli individui coetanei apparte-
nenti alla popolazione generale ?V. Questo score, tuttavia, & pit
complicato da utilizzare rispetto al sistema IPSS e non ¢ ancora sta-
to incorporato nelle linee guida o nella definizione dei pazienti in-
clusi in trial terapeutici. Altri studi hanno confermato il significa-
to prognostico di alcuni fattori precedentemente identificati come

SCORE 0 0.5 1 1.5 2
Categoria di rischio Citogenetico Favorevole Intermedia Sfavorevole
Percentuale di blasti midollari <5 5-10 11-20 21-30
Citopenie 0/1 2/3
CATEGORIA DI RISCHIO
PROGNOSTICO SCORE
Gruppi citogenetici:
Basso 0 Favorevole: cariotipo normale, del (5q), del (20q);
Intermedio: alterazioni non incluse negli altri due gruppi;
Int-1 0.5-1.0 Sfavorevole: cariotipo complesso (> 3 anomalie cromosomiche), anomalie del cromosoma 7
Definizione di citopenia: Emoglobina < 10 gldl; Neutrofili < 1,8x1 o/l
Int-2 1.5-2.0 Piastrine: <100x10°/]
Alto =2.5

Tabella 7 — International Prognostic Scoring System (IPSS).




il grado di fibrosi midollare, i livelli sierici di LDH, I'albumina, la
2- microglobulina, la ferritina e la richiesta trasfusionale %8589,
Anche se sono stati identificati nuovi fattori con significato progno-
stico e sono stati introdotti nuovi sistemi di scoring per migliora-
re la stratificazione dei pazienti con SMD, la maggior parte degli
studi clinici condotti fino ad ora per valutare l'efficacia e la sicurez-
za degli agenti terapeutici si sono basati principalmente sul sistema
IPSS ). Di conseguenza tutte le attuali raccomandazioni basate su
evidenze terapeutiche si riferiscono a pazienti stratificati secondo il
sistema IPSS. Pertanto, ¢ attualmente raccomandato che tutti i pazien-
ti siano stratificati per rischio secondo tale sistema. Tuttavia, alcuni stu-
di clinici e registri prospettici includono anche la stratificazione dei pa-
zienti secondo i sistemi WPSS e IPSS-R 19, Recentemente si & visto
che anche l'analisi immunofenotipica mediante citometria a flusso
puo essere utile per identificare sottogruppi di pazienti con diverse
caratteristiche cliniche e risposta ai trattamenti terapeutici ©*%V. La
diffusione, inoltre, delle tecnologie di sequenziamento massivo ha
consentito di identificare nuove mutazioni somatiche che potrebbe-
ro essere inserite negli score prognostici e consentire una pil accura-
ta stratificazione di rischio dei pazienti 8*9293), Per cinque anoma-
lie genetiche (mutazioni dei geni TP53, ETV6, RUNX1, ASXLI,
EZH2) ¢ stato definito un significato prognostico sfavorevole
(809499 e mutazioni del gene SF3B1 sono associate ad anemia e al-
la presenza di sideroblasti ad anello ©9),

Fattori prognostici legati al paziente

Diversi fattori legati alle condizioni generali di salute del paziente in-
fluenzano il decorso clinico e la gestione dei pazienti. Tra questi fat-
tori sono inclusi I'etd, le comorbiditd, le abilita funzionali (il perfor-
mance status), le condizioni di nutrizione e lo stato cognitivo. Leta
avanzata ¢ un fattore prognostico sfavorevole indipendente condizio-
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na la probabilita di sopravvivenza ed ¢ stato inserito in diversi score
prognostici 12V, Nei pazienti affetti da SMD ¢ stata osservata
un’elevata incidenza di comorbidita; pitt della meta dei pazienti in fa-
se di diagnosi presenta una o pitt comorbidit con un impatto signi-
ficativo sulla sopravvivenza *»3). La comorbidita pitt frequente ¢
rappresentata dalle patologie cardiache e un significativo incremen-
to di complicanze cardiache ¢ stato riportato nei pazienti con anemia
severa o con dipendenza da trasfusioni 29). T problemi legati alla pre-
senza di comorbidita sono diversi se si considerano le classi di pazien-
ti con SMD a basso e ad alto rischio. Nei pazienti a basso rischio le
comorbidita influenzano la prognosi aumentando direttamente il ri-
schio di morte per cause non legate alla evoluzione leucemica. Al
contrario, nei pazienti ad alto rischio la rilevanza clinica delle comor-
bidita lievi o moderate & superata dalla severita della malattia; in que-
sti pazienti, tuttavia, le comorbidita influenzano il decorso riducen-
do la tolleranza al trattamento terapeutico .

La rilevanza prognostica delle comorbidita puo avere importanti im-
plicazioni nella gestione dei pazienti e migliora notevolmente la stra-
tificazione di rischio dei pazienti in relazione ai criteri legati alla ma-
lattia soprattutto nel gruppo dei pazienti a basso rischio.

E stato introdotto e validato uno score per le comorbidita che consi-
dera come fattori di rischio le comorbidita cardiache, epatiche, rena-
li e polmonari, insieme ad evidenze di tumori solidi 20),

Sindromi mielodisplastiche
secondarie a terapia

Lincidenza delle SMD secondarie a terapia ¢ in aumento a causa
dell'utilizzo di regimi di radioterapia e chemioterapia intensivi e del-
l'aumentata sopravvivenza dei pazienti affetti da patologie oncoema-
tologiche. Ad oggi queste forme rappresentano il 10-20% delle
SMD e sono una delle pitr gravi complicanze a lungo termine del-

SCORE 0 0.5 1 15 2 3 4
Categoria di rischio Molto . Molto
. ) Favorevole Intermedia Sfavorevole
Citogenetico Favorevole Sfavorevole
Percentuale
di blasti midolari =2 >2-<3 510 >10
Emoglobina (g/dl) =10 8-<10 <8
50 -
N 9
Piastrine (10%/1) =100 <100 =50
ANC (10%1) =038 <038
CATEGORIA DI RISCHIO
PROGNOSTICO St Gruppi citogenetici:
Molro Favorevole: -Y, del (119);
Molto Basso <15 Favorevole: cariotipo normale, del (5q), del (12p), del (20q), del(5q) con un'altra anomalia;
Basso >1.5-3 Intermedio: del (79), +8, +19, i (17q), alterazioni cromosomiche non incluse negli altri gruppi;
- Sfavorevole: -7, inv (3)/r (3g)/del (3q), -7/del (7q) con un'altra anomalia, cariotipo complesso
Intermedio >3-4.5 (3 anomalie cromosomiche);
Alto > 4.5-6 Molro sfavorevole: cariotipo complesso (> 3 anomalie cromosomiche)
Molto Alto >6

Tabella 8 — Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R).




le terapie antineoplastiche 7). Le SMD secondarie sono caratteriz-
zate da displasia trilineare, elevata frequenza di lesioni citogenetiche
e comportamento clinico pilt aggressivo rispetto alle SMD insorte
de novo, tuttavia non vengono inserite come entitd autonoma nel-
la classificazione IPSS ®®. Il tempo di latenza medio dall’esposizio-
ne & di 4-7 anni ¥, ma puo variare da mesi ad anni in base al regi-
me antineoplastico a cui il paziente ¢ stato sottoposto. Fra i farma-
ci antiblastici risulta particolarmente rilevante I'esposizione ad alchi-
lanti, antracicline, inibitori delle topoisomerasi ©*1°
autologo di cellule staminali emopoietiche 19119 (Tabella 9). 1l ri-
schio di sviluppare una SMD a 10 anni da un trapianto autologo di
cellule staminali ¢ stato quantificato pari al 19.8% 1%, Caccelera-
to accorciamento dei telomeri potrebbe avere un significato patoge-
netico in queste SMD in particolar modo in quelle secondarie a tra-
(109, Alcuni studi suggeriscono inoltre una correlazione fra
(109, Le anomalie

) e il trapianto

pianto
SMD e utilizzo di fattori di crescita granulocitari
citogenetiche sono molto piil frequenti in queste forme rispetto al-
le SMD insorte de novo ¢ interessano la quasi totalita dei casi: in
particolare monosomie e delezioni a carico dei cromosomi 5 e 7 so-

no presenti in un 50-70% dei casi, i cariotipi normali invece rappre-
sentano solo il 5-10% dei casi ®®. Traslocazioni bilanciate coinvol-
genti la regione 11q23 sono correlate all'utilizzo di inibitori delle to-
poisomerasi 10, Fra le mutazioni geniche la piti frequente nelle
SMD secondarie a terapia ¢ la mutazione del gene MLL sul cromo-
soma 11; altre mutazioni descritte coinvolgono i geni LMA1, RA-
RA, CBFB e RUNX1 %), Nonostante la mutazione di TP53 sia
presente in meno del 10% delle SMD, nelle forme secondarie a te-
rapia arriva al 28-38% dei casi associandosi spesso a delezioni dei
cromosomi 5 e 7 o a cariotipi complessi '8), Alcuni polimorfismi
di enzimi implicati nella detossificazione dei farmaci antineoplasti-
ci come NADPH ossidoreduttasi, glutatione transferasi e CYP3A4
sono stati associati ad un’aumentata suscettibilita allo sviluppo di
SMD secondarie a terapia (1%, cosi come polimorfismi del gene
TP53 119 ¢ diversi polimorfismi di singolo nucleotide SNP 1V,
Recentemente studi di gene expression profiling hanno permesso di
individuare, in pazienti trattati con trapianto autologo di cellule sta-
minali, alcuni partern di espressione genica dei progenitori emopo-
ietici maggiormente associati allo sviluppo di SMD (112,

Alchilanti

Busulfano
Carboplatino
Carmustina
Chlorambucil
Cisplatino
Ciclofosfamide
Dacarbazina
Melphalan
Procarbazina
Thiotepa

Inibitori delle topoisomerasi Il

Dactinomicina
Daunorubicina
Doxorubicina
Etoposide
Mitoxantrone

Antimetaboliti

Fludarabina
6-Mercaptopurina
Methotrexate

Agenti antimicrotubuli

Vinblastina
Vincristina

Immunomodulatori

Azatioprina

Fattori di crescita granulocitari

Radioterapia

Tabella 9 — Agenti citotossici implicati nello sviluppo di SMD secondarie a terapia. Adattato da Czader M et al.(1%%
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Introduzione

Il termine mielodisplasia ¢ utilizzato in patologia per la descrizione di
particolari anomalie morfologiche che interessano gli elementi del-
le linee mieloidi coinvolte nell'emopoiesi € che caratterizzano tipica-
mente le sindromi mielodisplastiche (SMD) (1). Nella classificazio-
ne delle neoplasie del sistema emopoietico e dei tessuti linfoidi del-
I'Organizzazione Mondiale della Sanita WHO, le SMD sono defini-
te come disturbi clonali delle cellule staminali emopoietiche caratte-
rizzate da citopenia, mielodisplasia, emopoiesi inefficace, e aumen-
tato rischio di progressione in leucemia mieloide acuta (LMA) (1).
La mielodisplasia non ¢ limitata alle SMD, ma pud essere riscontra-
ta anche in altre neoplasie mieloidi secondo la classificazione WHO
(Tabella 1). Sebbene i diversi sottotipi di neoplasie mieloidi abbiano
caratteristiche distintive, esse possono condividere alcune anomalie
morfologiche.

SOTTOGRUPPI
PRINCIPALI

Patologie

Citopenia refrattaria con displasia unilineare,
ARSA, citopenia refrattaria con displasia
multilineare (CRDM), citopenia refrattaria
con eccesso di blasti (AREB, tipo 1 €2), SMD
con del(5q) isolata

Leucemia mieloide cronica (LMC) (BCR-ABL1
positiva), leucemia neutrofilica cronica (LNC),
policitemia vera, trombocitemia essenziale,
mielofibrosi primaria (LMCE), mastocitosi

SMD

NMP*

LMMC, leucemia mieloide cronica atipica (LMCa,
BCR-ABL1 negativa), leucemia mielomonocitica
cronica giovanile (LMMCg), ARSA-T

Vari sottotipi basati sulla morfologia dei blasti
e/0 su particolari anomalie genetiche

SMD/NMP

LMA

*Neoplasia mieloproliferativa
La Classificazione WHO delle neaplasie mieloids include anche neoplasie mieloids
¢ linfoidi con eosinofilia e mutazioni di PDGFRA, PDGFRB O FGFRI ",

Tabella 1 — Classificazione WHO delle neoplasie mieloidi

Lesempio paradigmatico ¢ I'anemia refrattaria con sideroblasti ad
anello associata a marcata trombocitosi ARSA-T, che presenta sia le
caratteristiche mielodisplastiche dell’anemia refrattaria con siderobla-
sti ad anello che le caratteristiche mieloproliferative della tromboci-
temia essenziale.

Questo suggerisce che gli aspetti morfologici di displasia presenti in
diverse neoplasie mieloidi possano riflettere sottostanti comuni
anomalie genetiche e che queste ultime contribuiscano a determina-
re i corrispettivi fenotipi clinici ). Il sequenziamento genico di pa-
zienti con SMD e neoplasie correlate ¢ stato da poco terminato .
Per un approfondimento sulla caratterizzazione genomica delle neo-
plasie mieloidi, si consigliano alcuni studi di genomica ed epigeno-
mica sulle LMA, % oltre ad una review, © e al recente studio di Vo-
gelstein et al. ?.

Le diverse tappe patogenetiche

Le SMD sono malattie clonali dell’emopoiesi displastica V. La clo-
nalitd ¢ dimostrabile con plurimi approcci, ma indubbiamente
quello piti semplice ¢ 'identificazione di anomalie cromosomiche o
riarrangiamenti genici utilizzabili come marcatori specifici di clona-
lita in popolazioni di cellule emopoietiche purificate ®). Utilizzando
questo approccio, ¢ stato dimostrato che le anomalie cromosomiche
risultano essere limitate ai progenitori delle cellule mieloidi in pazien-
ti affetti da sindrome mielodisplastica, suggerendo che la lesione ge-
netica ¢ avvenuta in una cellula emopoietica con la capacita di diffe-
renziarsi in cellule mieloidi mature 1. Walter et al. 1V ha identi-
ficato con il sequenziamento dell’intero genoma mutazioni somati-
che in campioni di midollo osseo di pazienti con LMA evolute da
SMD e successivamente studiato ciascun paziente da cui era stato ot-
tenuto un campione di midollo osseo durante 'antecedente fase di
SMD. Circa '85-90% delle cellule del midollo osseo sono risultate
clonali in questi pazienti, sia nella fase di SMD che nella fase di
LMA, indipendentemente dal numero di blasti. Questo studio ha
formalmente dimostrato che tutte le cellule delle linee mieloidi del
midollo osseo (cioe globuli rossi immaturi, precursori di granuloci-
ti/monociti e megacariociti) derivano da una popolazione cellulare
clonale in pazienti affetti da sindromi mielodisplastiche in qualsiasi




fase della malattia e non solo dopo la trasformazione in LMA V. Lo
studio della mutazione TET?2 ha svelato I'architettura clonale nel-
le SMD: cellule CD34+ di pazienti con sindromi mielodisplastiche
sono state frazionate in cellule CD34+CD38- immature ¢ progeni-
tori CD34+ CD38+ maturi. Anche se le mutazioni di TET2 sono
state riscontrate soltanto in una piccola frazione di cellule
CD34+CD38-, erano presenti in un’elevata percentuale di progeni-
tori pitt maturi 2, Cio indica che la mutazione somatica iniziale di
TET2 si ¢ verificata in una cellula CD34+CD38- ed ¢ stata poi tra-
smessa alla sua discendenza di cellule CD34+CD38+. Una simile
architettura clonale ¢ stata pili recentemente osservata anche nei pa-
zienti con leucemia mielomonocitica cronica (LMMC) (13,

La presenza di una mutazione somatica in una cellula staminale
emopoietica immatura determina un vantaggio di sopravvivenza e
di proliferazione (ad esempio, minore propensione all'apoptosi). Si
forma cosi un clone locale, che potrebbe essere destinato a diventa-
re dominante e propagarsi nel corpo (1415
mangono in gran parte sconosciuti 19,
Tuttavia, ¢ noto che le cellule staminali emopoietiche mutate tendo-
no a raggiungere la predominanza clonale nel midollo osseo, e la
maggior parte delle cellule mature circolanti derivano dal clone do-
minante. Lo sviluppo di un clone displastico pienamente dominan-
te nel midollo osseo, puo diventare clinicamente evidente o non de-
terminare alcuna anomalia fenotipica. Per esempio, una mutazione
somatica di SF3B1 sembra essere in grado di determinare un feno-
(1617 mentre una mutazione di TET2 puo indurre
un’emopoiesi clonale senza manifestazioni ematologiche 1 sugge-
rendo che potrebbero essere necessari geni mutanti cooperanti per
I'espressione fenotipica. Lemopoiesi mielodisplastica ¢ caratterizza-
ta da un’eccessiva apoptosi dei precursori emopoietici ') e 'emopo-

con meccanismi che ri-

tipo clinico,

iesi inefficace, ciot la prematura morte intramidollare degli eritro-
blasti, granulociti immaturi/monociti e megacariociti, ¢ il principa-
le evento responsabile del difetto di produzione di cellule mature del
sangue periferico e dunque della citopenia periferica. Doviemmo
pertanto assumere, come suggerito da Cazzola et al. @ in una recen-
te review, che la mutazione somatica responsabile di un guadagno di
funzione a livello delle cellule staminali comporti la perdita di fun-
zione a livello dei precursori delle cellule emopoietiche. La ARSA as-
sociata a mutazione di SF3B1 rappresenta un esempio esplicativo di
un guadagno di funzione a livello di cellule staminali emopoietiche
combinato con la perdita di funzione (eccessiva apoptosi delle cel-
lule eritroidi immature) a livello del precursore emopoietico. 17
Nella LMMC, una precoce dominanza clonale delle mutazioni di
TET?2 porta ad una differenziazione soprattutto della linea granu-
lo-monocitica a spese di quella eritroide e megacariocitaria. 1
Durante il corso naturale della malattia, i pazienti con SMD posso-
no progredire in LMA, ) a causa dell’acquisizione di ulteriori mu-
tazioni con sub-cloni di cellule emopoietiche, determinando un'ul-
teriore compromissione della differenziazione e/o alterata capacita di
maturazione. La percentuale di blasti aumenta progressivamente nel
tempo, fino ad un quadro conclamato di LMA. Questo ¢ stato di-
mostrato da Walter et al. M in uno studio sull'architettura clonale
dellLMA secondaria. In ciascuno dei pazienti studiati, infatti, la
progressione in LMA era definita dalla persistenza di un anteceden-
te clone mielodisplastico e dall'emergere di un sub-clone caratteriz-
zato da nuove mutazioni somatiche.

Cosi, la LMA secondaria a una SMD non ¢ monoclonale in senso
stretto, ma ¢ un mosaico di diversi cloni/genomi con diverse mu-

tazioni somatiche, esprimendo il concetto di eterogeneita intratu-
morale 11,

. Proporzione dei pazienti | Sopravvivenza globale | Mediana di tempo
gg{,{;?;%glm g?ﬂﬂé%che con SMD, % mediana, anni di evoluzione del 25%
g (# pazienti: 7121) in LMA, anni

MOLTO BUONO | -Y, del (11q) 4 5,4 Non raggiunta

Cariotipo normale, del (5q), del (12p),
BUONO del (20q), anomalie doppie inclusa 72 48 9,4

la del (5q)

del (7q), +8, +19, i (17q), qualsiasi altra
INTERMEDIO | anomalia singola o doppia di cloni 13 2,7 2,5

indipendenti

-7,inv (3)/t (3g)/del (3q),
ALTO doppie che icludono -7/del (7q), 4 1,5 1,7

complesso: 3 anomalie
MOLTO ALTO Cariotipo cgmplesso: 7 07 07

>3 anomalie

Tabella 2 — 1] modello prognostico basato sulla citogenetica @)




Anomalie cromosomiche

I ruolo fondamentale delle anomalie cromosomiche ¢ dimostrato sia
per la diagnosi sia per la definizione prognostica delle SMD. Per
quanto riguarda la diagnosi, la presenza di un’anomalia citogenetica
in un paziente con citopenia periferica e displasia del midollo osseo
¢ un importante indicatore di proliferazione clonale. Dunque, la dia-
gnosi di SMD puo essere difficile in pazienti con un cariotipo nor-
male. ®” Le anomalie cromosomiche ricorrenti vengono riscontrate
in circa il 50% dei pazienti con SMD, @1 ¢ le anomalie citogeneti-
che singole pitt comuni sono la del (5q), la trisomia 8, la del (20q),
e la monosomia 7 o del (7q) ?1?). Questi sono eventi genetici pro-
babilmente secondari, derivanti dall'instabilita del genoma causata da
una mutazione genetica founding©.

Lunica eccezione alla regola nota finora ¢ la del(5q) isolata, che ca-
ratterizza la sindrome 5g- : infatti I'aploinsufficienza per RPS14 e
miR-145, nella mappatura della regione comune eliminata, rappre-
senta la base fisiopatologica di questo sottotipo di SMD ?4-20), Per
quanto riguarda la rilevanza prognostica delle anomalie citogenetiche
ricorrent, in un recente studio collaborativo finalizzato a sviluppare
la revisione del sistema prognostico internazionale per le SMD
(IPSS-R), i dati di pazienti provenienti da diverse istituzioni interna-
zionali sono stati uniti per generare un database nel quale sono sta-
te studiate le anomalie citogenetiche di 7012 pazienti 7); in base al-
I'impatto prognostico di tali anomalie citogenetiche ¢ stato possibi-
le individuare 5 sottogruppi prognostici con diverse mediane di so-
pravvivenza e di rischio di evoluzione in LMA (Tabella 2).

La classificazione del rischio citogenetico in 5 gruppi, come riporta-
to nella Tabella 2, ha un impatto predittivo anche sull’ ouzcome del
trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche ®%. In parti-
colare, i pazienti con un cariotipo complesso (sottogruppo citogene-
tico a prognosi molto sfavorevole) hanno avuto una sopravvivenza
molto breve dopo il trapianto. Questo era vero anche per il carioti-
po monosomico, definito come la presenza di 2 monosomie autoso-
miche o 1 monosomia in combinazione con altre anomalie struttu-
rali ®. Dunque, le anomalie cromosomiche probabilmente conti-
nueranno ad avere rilevanza clinica nelle SMD anche nell’era della
medicina genomica ).

Mutazioni geniche somatiche

La comprensione delle basi molecolari delle SMD ¢ migliorata negli
ultimi 4 anni. II primo importante passo avanti ¢ stato l'identificazio-
ne di mutazioni somatiche di TET2 in pazienti con riarrangiamen-
ti del cromosoma 4q24 (1239, Successivamente, Bejar et al. @V ha
usato il next-generation sequencing e la spettrometria di massa in
439 pazienti con SMD. Negli ultimi due anni, gli studi sul sequen-
ziamento del genoma hanno portato alla scoperta di mutazioni nel-
la splicing machinery dellRNA16:3233) come mutazioni di SETBP1
nella LMCa ®9| e mutazioni di CSF3R nella INC @9,

E stata eseguita anche 'analisi di geni candidati, rilevanti nella fi-
siopatologia della mielodisplasia, utilizzando tecniche innovative
come il sequenziamento massivo in parallelo, 3,36 o combinando
il sequenziamento deep con I'ibridazione genomica array-based. In
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pitt di 700 pazienti arruolati nei 2 studi pilt ampi si & visto come la
frequenza delle lesioni genetiche sia compresa tra 78% e 90%. Un
elenco dei geni piti frequentemente mutati nei pazienti con SMD
0 SMD/NMBP, sulla base di studi pubblicati finora, ¢ riportata nel-
la Tabella 3.

Mutazioni dello spliceosome

Il pre-mRNA splicing ¢ catalizzato dall'enzima spliceosome, una ma-
cromolecola composta da 5 piccoli RNA nucleari associati a protei-
ne per formare particelle denominate piccole ribonucleoproteine
nucleari snRNP (17, Pitt del 50% dei pazienti con mielodisplasia
presenta mutazioni somatiche in geni che codificano per proteine
coinvolte nel sito di riconoscimento in 3’ ¢ nella funzione del
snRNPU2 @, Le mutazioni dello spliceosoma sono generalmente
acquisite in eta avanzata %), Inoltre le mutazioni dello spliceosoma
del’RNA sono reciprocamente esclusive e sono spesso founding.
Infatti, il carico allelico della mutazione ¢ tipicamente compreso tra
i1 40% e il 50%, indicando la presenza di un clone nel midollo os-
seo che ¢ eterozigote per la mutazione 839, Mutazioni hotspot so-
no state descritte pili frequentemente in 3 geni: SF3B1, SRSF2 e
U2AF1; quasi tutte le mutazioni descritte sono missense, senza
evidenza di mutazioni nonsense o frameshift 3233, Sono stati de-
scritti diversi modelli di missplicing associati alle mutazioni dei ge-
ni sopra elencati % 4D, Complessivamente, i dati attuali suggeri-
scono che le mutazioni dello spliceosoma interessano il sito di ri-
conoscimento dello splice e la funzione del snRNPU2 producen-
do verosimilmente una nuova proteina isoforme che possa deter-
minare una dominanza clonale di cellule emopoietiche staminali
mutate ©). Le diverse mutazioni dello spliceosome sono associate a
diversi fenotipi e a diversi quadri clinici (Tabella 3) 339,
Mutazioni somatiche di SF3B1 si trovano quasi esclusivamente in
pazienti con anemia refrattaria con sideroblasti ad anello senza o
con trombocitosi (ARSA e ARSA-T rispettivamente), e questo
suggerisce chiaramente un relazione causale tra la mutazione e la
formazione del sideroblasto ad anello 7). Inoltre, la maggioran-
za dei pazienti con mutazione SF3B1 ha una prognosi favorevo-
le, un decorso clinico indolente con una bassa probabilita di evo-
luzione in LMA ®8), Mutazioni di SRSF2 si trovano principal-
mente in pazienti con displasia multilineare e/o eccesso di blasti
e sono associate ad un elevato rischio di evoluzione leucemica e
ad una ridotta sopravvivenza 4> #9. Mutazioni di SRSF2 sono
state riscontrate in circa un quinto dei casi di LMA evolute da
NMP 4 ¢, in particolare, sono state riportate nel 40-50% dei
pazienti con LMMC dove sono spesso associate con mutazioni di
TET2 (1332, Mutazioni somatiche di U2AF1 sono state segnala-
te in vari sottotipi di SMD e sembrano essere predittive di un ele-
vato rischio di evoluzione leucemica ® e di una sopravvivenza
sensibilmente ridotta 4. Losservazione che le mutazioni dello
spliceosoma sono principalmente mutazioni founding associate ai
diversi fenotipi clinici ha portato ad ipotizzare che diano luogo al-
la formazione di popolazioni cellulari clonali con una predestina-
zione genetica diversa®.




GENI E PATWAYS | FREQUENZA | TIPO DI RELAZIONE TRA IL GENE MUTATO PROGNOSI E RILEVANZA
BIOLOGICI %* MUTAZIONE § E IL FENOTIPO CLINICO PREDITTIVA DEL GENE MUTATO
RNA SPLICING
SFR3B1 15-30% Piu spesso una Strettamente associata con il fenotipo Associata ad una buona sopravvivenza globale
° | mutazione founding | dei sideroblasti ad anello (ARSA, ARSA-T) | e ad un basso rischio di evoluzione leucemica
SRSF2 10-20% Pill spesso una Associata con CRDM o AREB, co-mutata | Associata ad una scarsa sopravvivenza globale
° | mutazione founding | con TET2 nella LMMC e ad un elevato rischio di evoluzione leucemica
U2AFT <10% Pil spesso una Associata soprattutio a CRDM o AREB Associata ad un elevato rischio di evoluzione
? mutazione founding in leucemia
Piu spesso una .- .-
ZRSR2 <10% mutazione founding Non definita Non definita
METILAZIONE DEL DNA
Pill SDesso una Trovata in tutti i sottotipi di SMD, Nessun impatto sulla sopravvivenza globale,
TET2 20-30% mutagi one foundin con alta frequenza mutazionale puo essere predittivo di risposta agli agenti
g (50-60%) nella LMMGC ipometilanti
DNMT3A ~ 10% Pill spesso una Trovata in tutti i sottotipi di SMD, Associata ad una cattiva prognosi, mitigata
0 mutazione founding | co-mutata con SF3B1 nella ARSA da SF3B1 nella ARSA
Pil spesso una ; Associata ad un outcome
IDH1/IDH2 ~ 5% mutazione founding Associata con CRDM 0 AREB clinico sfavorevole
MODIFICAZIONE DELLA CROMATINA
s : Associata con CRDM o AREB alta Associata ad un outcome clinico sfavorevole
ASXL1 15-20% Eb%gﬁ)%séslg mutazione | troenza della mutazione (40%) in tutte le neoplasie mieloidi
in LMMC (SMD, SMD/ NMP, NMP)
Pill spesso una ; Associata ad un outcome sfavorevole in tutte
EZH2 ~ 5% mutazione subclonale Associata con CRDM o AREB le neoplasie mielodi (SMD, SMD/ NMP, NMP)
TRASCRIZIONE
RUNX1 ~10% lebigﬁ)rr]r:ljéazione Associata con CRDM o AREB Associata ad un outcome clinico sfavorevole
BCOR <5% lhpgcc:ﬁ)rgllj;azione Associata con CRDM o AREB Associata ad un outcome clinico sfavorevole

CONTROLLO DELLA RIPARAZIONE DEL DNA

TP53

~5%

Tipica mutazione

Associata con malattia avanzata
e cariotipo, mutata nel 20% di pazienti

Associata ad una scarsa sopravvivenza globale
e alto rischio di evoluzione leucemica, predice

subclonale con SMD con del (5q) una scarsa risposta alla lenalidomide
COESINA
Associata con CRDM o AREB; mutata
STAG2 <10% mglrt:zﬁn%e:zﬂt;?lgnal e in circa il 10% di pazienti con leucemia | Associata ad un outcome clinico sfavorevole
acuta mieloide
RAS PATHWAY
Molto spesso una Trovata in differenti tipi di SMD, -
CBL <% mutazione subclonale | associata con LMMCg nei bambini Non definita nelle SMD
Molto spesso una Trovata in differenti tipi di SMD, -
NRAS/KRAS <% mutazione subclonale | associata con LMMCg nei bambini Non definita nelle SMD
Molto spesso una Trovata in differenti tipi di SMD, .-
NF1 <% mutazione subclonale | associata con LMMCg nei bambini Non definita nelle SMD
REPLICAZIONE DEL DNA
Molto spesso una Trovata nel 25% di pazienti con LMCa | Associata ad una scarsa sopravvivenza
SETBP1 <5% mutazione subclonale | € I un sottogruppo di pazienti globale e ad alto rischio di evoluzione
con avanzata SMD o LMMC leucemica
RECETTORI
CSF3R <1% Mutazione founding | Associata soprattutto a LNC e trovata | Il tipo di mutazione puo predire la risposta

driverin LNC

in un sottogruppo di pazienti con LMCa

a specifici inibitori

*La percentuale approssimativa di pazienti con SMD con la mutazione riportata negli studi pubblicati. S Basata sui valori del carico allelico della mutazione o sulla frequenza della variante allelica.

Tabella 3 — 1 piti comuni geni driver nei pazienti con SMD e SMD/ NMP




Mutazioni somatiche

Issa 9 ha recentemente descritto la differenziazione cellulare come
un processo epigenetico che richiede un processo di metilazione del
DNA con programmi di modificazione della cromatina specifici e
molto ordinati. La differenziazione disordinata nelle SMD ¢ spesso
associata a mutazioni somatiche nei geni che controllano la metila-
zione del DNA (TET2, DNMT3A ¢ IDH1/IDH2) o che regolano
la modificazione della cromatina (ASXL1 e EZH2) 40, Mutazioni
somatiche di TET2 sono state descritte in pazienti con neoplasie
mieloidi nel 2009 23%. TET2 & mutato nel 20-25% del pazienti
con SMD 33V ¢ nel 50-60% dei pazienti con LMMC 7. In un stu-
dio di Busque et al. “®) le mutazioni somatiche ricorrenti di TET2
sono state riscontrate in donne anziane che avevano un’emopoiesi
clonale dimostrata attraverso I'inattivazione del cromosoma X, ma
che non presentavano un fenotipo ematologico. Questa ed altre os-
servazioni supportano l'idea che una mutazione di TET2 puo quin-
di portare ad un aumento della sopravvivenza e ad un auto-rinnova-
mento delle cellule staminali emopoietiche e promuovere la prolife-
razione clonale “>0), Le mutazioni di TET2 sono frequenti in pa-
zienti con cariotipo normale, e quindi possono rappresentare un uti-
le marker di clonalita in questi soggetti ®V; la compresenza di muta-
zioni i TET2 e SRSF2 ¢ descritta in genere nelle LMMC ). Fino-
ra, nessuna rilevanza prognostica ¢ stata chiaramente definita in ter-
mini di sopravvivenza 1Y), ma studi recenti suggeriscono che la mu-
tazione TET2 puo predire la risposta agli agenti ipometilanti ©% 3.
Le mutazioni di TET?2, inoltre, risultano associate ad una ridotta so-
pravvivenza globale in pazienti con LMA a rischio intermedio ®%. In
uno studio basato sul sequenziamento, Ley et al. ®% ha scoperto che
le mutazioni DNMT3A sono ricorrenti in pazienti con LMA de no-
vo e sono associate ad outcome sfavorevole. Mutazioni somatiche
DNMT?3A sono state successivamente riscontrate in una percentua-
le compresa tra il 10% e il 15% dei pazienti con differenti sottotipi
di SMD $656:57), Esse sono associate ad un outcome clinico sfavore-
vole e ad una pit rapida progressione in LMA nei pazienti con cito-
penia refrattaria con displasia multilineare CRDM o anemia refrat-
taria con eccesso di blasti AREB ©® ma non in quelli con ARSA,
probabilmente perché la presenza della mutazione SF3B1 mitiga l'ef-
fetto negativo della mutazione DNMT3A 7). Come suggerito da
Papaemmanuil et al. @ questa osservazione pud indicare che alcuni
geni possono essere espressi con un particolare fenotipo solo in spe-
cifici contesti genomici. Mutazioni ricorrenti nei geni IDHI e
IDH2 che codificano per la isocitrato deidrogenasi sono state riscon-
trate in LMA e SMD (©58), Nella LMA, la presenza di mutazioni di
NPMI e di IDHI o IDH2 ¢ associata con una buona prognosi. **)
Nella SMD, invece, la mutazione IDH1 ¢ associata ad una ridotta
sopravvivenza libera da leucemia . Due geni coinvolti nella modi-
ficazione e regolazione della cromatina sono ricorrentemente muta-
ti nella SMD: ASXL1, che interagisce con il polycomb-group repres-
sive complex 1 e 2 (PRCI1, PRC2), (©0.61) ed EZH2, che appartiene
al PRC2 331:6260) Tn modelli cellulari e animali, le mutazioni di
ASXL1 promuovono la trasformazione mieloide attraverso la perdi-
ta dell'inibizione del gene mediata da PRC2 ©V. Le mutazioni di
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ASXL1 sono comuni non solo nelle SMD, ma anche nelle LMA,
LMMC, e nella mielofibrosi primaria MFP, e sono generalmente as-
sociate ad un outcome clinico sfavorevole in tutte le neoplasie mieloi-
di 47:62636) 2 mutazione di ASXL1 & stata recentemente incorpo-
rata in uno score prognostico per la LMMC come fattore prognosti-
co sfavorevole 7). Analogamente, ¢ stato dimostrato che le mutazio-
ni di EZH2 sono associate ad una inferiore sopravvivenza globale
nelle SMD appartenenti a categorie di rischio pilt basso, quindi il lo-
ro inserimento in un modello prognostico potrebbe permettere
una migliore stratificazione del rischio di questi pazienti *7).

Le mutazioni acquisite dei fattori di trascrizione sono state descritte
non solo nelle LMA, ma anche nelle SMD ©3V: mutazioni somati-
che di RUNXI si trovano nel 7-8 % di tutti i pazienti con SMD e
sono generalmente associate a malattia avanzata, trombocitopenia se-
vera e outcome sfavorevole 33157,

I gene TP53, localizzato sul cromosoma 17p13.1, codifica per p53,
che coordina i programmi di trascrizione che contribuiscono alla
soppressione del tumore; mutazioni di proteine di p53 sono state
identificate in diverse neoplasie %®). Le mutazioni di TP53 sono
presenti in circa il 5% dei pazienti con SMD, soprattutto nei sogget-
ti con malattia avanzata, cariotipo complesso, anomalie del cromo-
soma 17, o delezioni del cromosoma 5 e 7 419, ] pazienti affetti da
SMD con mutazioni di TP53 hanno una prognosi sfavorevole ed un
elevato rischio di evoluzione leucemica 33V, e lo stesso vale per i pa-
zienti con NMP ). In particolare, sub-cloni TP53 mutati possono
emergere in una fase precoce della malattia nelle SMD con del (5q),
e sono associati con una risposta inferiore alla lenalidomide ed un au-
mento del rischio di progressione in LMA 77,

La famiglia dei geni RAS include piccole proteine leganti il GTP
coinvolto nella trasduzione del segnale intracellulare. Diverse muta-
zioni a carico di diversi geni appartenenti a questa superfamiglia so-
no state riscontrate in pazienti con mielodisplasia, tra cui NRAS,
KRAS, NF1, PTPN11 e CBL ©\. Le mutazioni somatiche o germi-
nali del pathway dei geni RAS sono presenti nel 90% dei pazienti
con LMMC giovanile 7D, una SMD/NMP nella quale le mutazio-
ni secondarie di SETBP1 e JAK3 possono causare progressione di
malattia ?. SETBP1 codifica una proteina che lega 'oncogene nu-
cleare SET coinvolto nella replicazione del DNA.

Le mutazioni germinali de novo di SETBP1 sono associate alla sin-
drome di Schinzel-Giedion 73 e mutazioni somatiche dello stesso
gene sono state recentemente individuate in pazienti con neoplasie
mieloidi®*79. In particolare, mutazioni SETBP1 si trovano in pa-
zienti affetti da LMCa in una percentuale compresa tra il 25% e il
30%0479, SETBP1 ha un ruolo diretto nella regolazione trascrizio-
nale di altri geni 7% e le mutazioni di SETBP1 sono spesso eventi
genetici che promuovono la progressione della malattia 747577,
CSF3R codifica per il recettore del fattore 3 stimolante le colonie cel-
lulari. Lacquisizione di mutazioni nonsense in questo gene, con con-
seguente espressione della proteina troncata CSF3R, ¢ stata riscon-
trata in pazienti con grave neutropenia congenita con tendenza ver-
so la progressione in SMD/LMA "%, Lattivazione di mutazioni so-
matiche in CSF3R ¢ stata recentemente rilevata nel 90% dei pazien-




ti con LNC e nel 40% di quelli affetti da LMCa 5. Questo studio
ha anche mostrato che la distinzione tra queste due patologie puo es-
sere difficile usando i criteri WHO, considerando che gli studi sul-
le mutazioni di CSF3R e SETBP1 hanno dimostrato che non sono
mutuamente esclusive 2.

Come sottolineato da Gotlib et al. ) la LNC e la LMCa sono pro-
babilmente neoplasie sovrapponibili per alcune caratteristiche, anche
se la patogenesi della prima ¢ caratterizzata principalmente dalla mu-
tazione di CSF3R, mentre quella della LMCa ¢ probabilmente mul-
tifattoriale. La Coesina ¢ una struttura ad anello formata da 4 sub-
unita altamente conservata che circonda i cromatidi fratelli durante
la metafase, consentendo la loro coesione, e svolge anche un ruolo
critico nella regolazione trascrizionale e nella riparazione dopo la re-
plicazione del DNA @) Le mutazioni somatiche in STAG2, un ge-
ne del complesso coesina, sono state riscontrate nel 6% dei pazien-
ti con SMD 1, In un recente lavoro di Kon et al. " sono state de-
scritte mutazioni e delezioni che coinvolgono vari geni del comples-
so coesina (STAG2, RAD21, SMCI1A e SMC3) nell'8% dei pazien-
ti con SMD, nel 10% di quelli con LMMC, e nel 12% di quelli con
LMA. Una frequenza simile ¢ stata precedentemente riportata in pa-
zienti affetti da LMA,@ suggerendo che un’alterata funzione della
coesina svolge un ruolo nella leucemogenesi mieloide.

Il gene BCOR, localizzato sul cromosoma Xp11.4, codifica per un
co-repressore di BCL6, un repressore della trascrizione di POZ/zine
finger che & necessario per la formazione del centro germinale e che
pud influenzare 'apoptosi. Mutazioni germinali di questo gene sono
associate con le sindromi oculofaciodentale o microftalmia di Lenz.
82) Linattivazione di mutazioni somatiche di BCOR ¢ stata descrit-
ta nelle LMA con cariotipo normale ® e pili recentemente in un
sottogruppo di pazienti con SMD 389, i tratta di mutazioni driver

dei sub-cloni tipici, associate ad un outcome clinico sfavorevole 4.

SMD familiari

Le sindromi familiari predisponenti a SMD o LMA includono le pa-
tologie ereditarie di insufficienza midollare (Diamond - Blackfan, di-
scheratosi congenita, la neutropenia congenita grave), sindromi da
difetto dei meccanismi di riparazione del DNA, la sindrome di Noo-
nan, neurofibromatosi I, la sindrome di Down, ¢ il disordine piastri-
nico familiare con tendenza alla trasformazione in una neoplasia mie-
loide (associata a mutazioni della linea germinale di RUNX1 o CEB-
PA). Piti recentemente, mutazioni germinali di GATA2 sono state
descritte in sindromi familiari caratterizzate da predisposizione al-
l'evoluzione in SMD e LMA @9, In 3 famiglie, i soggetti portatori
della mutazione GATA2 (C1061T) presentavano un’anemia macro-
citica e sviluppavano una SMD/LMA tra la seconda e quinta deca-
de di vita. Varie mutazioni di GATA2 della linea germinale sono sta-
te riscontrate in pazienti con la sindrome di Emberger, caratterizza-
ta da linfedema primario associato a predisposizione a sviluppare una
LMA®). Infine, varie mutazioni germinali in GATA2 sono state se-
gnalate come associate con la sindrome autosomica dominante e spo-
radica con monocitopenia e infezione da micobatteri (MonoMAC),
che predispone a neoplasie mieloidi®#”). Questi pazienti presenta-

no una monocitopenia grave con neutropenia lieve e livelli ridotti di
emoglobina, e la progressione a SMD/LMA si verifica in genere nel-
la seconda o terza decade di vita ). Sebbene le mutazioni germina-
li di entrambi i geni RUNX1 o GATA2 possano predisporre a SMD,
O mutazioni somatiche di questi stessi geni possono promuovere la
progressione in neoplasie mieloidi @

Geni mutati e SMD

In un recente articolo di Vogelstein et al. ) sono stati individuate
mutazioni intrageniche che contribuiscono alla oncogenesi in 140
geni. In considerazione dei dati attualmente disponibili, il numero di
geni potenzialmente interessati nella patogenesi della mielodisplasia
¢ probabilmente inferiore (50-60 geni). Tuttavia, stime attendibili
possono essere fornite unicamente da studi sul sequenziamento
dell'intero genoma (11:30),

Le coorti di pazienti studiate finora sono eterogenee, e tutti gli stu-
di sono fondamentalmente retrospettivi. Tenendo conto di queste li-
mitazioni, solo 4-6 geni (SF3B1, TET2, SRSF2, ASXL1, DNMT3A
¢ RUNX1) sono mutati in pitt del 10% dei pazient affett da SMD,
mentre ulteriori 40-50 geni sono mutati in una piccola percentuale
di casi @) Nello studio di Walter et al. ® i 2 geni pis frequentemen-
te mutati erano TP53 e U2AF1. Alla presentazione, la maggior par-
te dei pazienti affetti da SMD hanno 2 o 3 mutazioni driver di on-
cogeni e centinaia di mutazioni di passaggio da una fase pilt preco-
ce ad una piti avanzata della patologia. Considerando la frequenza
della variante allelica, alcuni geni mutanti, tipicamente quelli coin-
volti nello splicing del’RNA e nella metilazione del DNA, sembra-
no essere principalmente associati alla proliferazione clonale iniziale,
mentre altri sono prevalentemente implicati nell’evoluzione di sub-
cloni (Tabella 3). Tuttavia, I'ordine temporale di acquisizione di mu-
tazioni driver non ¢ fisso e varia da soggetto a soggetto. Cosl, lo stes-
so gene mutante, ad esempio, TET2, puo essere un driver precoce in
alcuni pazienti ed un driver sub-clonale in altri. Walter et al 3% ha os-
servato che le mutazioni driver in geni appartenenti alla stessa via
biologica tendevano a non verificarsi contemporaneamente, sugge-
rendo che una seconda mutazione nella stessa via non fornisce alcun
vantaggio di ulteriore proliferazione. Welch et al ® stima che anche
due sole mutazioni somatiche sono sufficienti per causare la forma-
zione di un clone maligno che possa manifestarsi clinicamente come
leucemia. Levidenza dei dati disponibili suggerisce che questo puod
valere anche per le SMD: a differenza delle LMA, tuttavia, le lesio-
ni genetiche responsabili delle SMD si verificano probabilmente in
sequenza nel corso di anni, anziché nel corso di mesi o settimane, so-
prattutto nei sottotipi a basso rischio con una lunga storia naturale
della malattia, come ¢& stato descritto da Cazzola et al. ©V nella AR-
SA. In un modello animale I'aploinsufficienza di TET2 determina
un fenotipo simile alla LMMC dell'uomo “?. T risultati riportati in
un altro studio condotto su cellule umane o su topi knockout etero-
zigoti suggeriscono che SF3B1 o I'aploinsufficienza di SE3B1 porti
alla formazione di sideroblasti ®?. La mutazione CSF3R (T618]) in
un modello murino ha portato alla comparsa di un disordine mielo-
proliferativo letale %),




Studi di associazione genotipo/fenotipo sono stati effettuati nelle
SMD, SMD/ NMBP, e neoplasie mieloidi correlate. Saranno pero ne-
cessari studi prospettici per arrivare a delle conclusioni. In sintesi, la
mutazione SF3B1 sembra essere strettamente associata alla ARSA e
alla ARSA-T, 1638 |3 combinazione di mutazioni di SRSF2 e
TET?2 alla LMMC3 e una mutazione che determina l'attivazione di
CSF3R alla LNC 9. Cazzola et al @ sottolineano che 'anemia re-
frattaria non ha un genotipo peculiare, quindi dovrebbe essere con-
siderata come un'entita separata. La CRDM e la AREB-T potrebbe-
ro essere associate a diverse combinazioni di mutazioni founding, so-
prattutto coinvolgendo geni del’RNA splicing (con la sola esclusio-
ne di SF3B1), della regolazione epigenetica e di mutazioni driver
sub-clonali. E inoltre evidente che i geni specifici driver sono respon-
sabili della componente mieloproliferativa delle diverse SMD/ NMP,
come JAK2 o0 MPL nella ARSA-T, SETBP1 in LMCa e CSF3R in
LNC. E stato dimostrato che ARSA-T si sviluppa dalla ARSA attra-
verso la presenza di una mutazione driver di JAK2 o MPL che por-
ta allo sviluppo di un sub-clone nel clone iniziale che presenta SF3B1
mutato (Tabella 4) 3894, Un ruolo simile potrebbero avere le nuo-
ve mutazioni del gene CALR 0597), presenti nelle trombocitemie es-
senziali e mielofibrosi JAK2-, ma anche nelle ARSA-T.

Le mutazioni di geni driver sono implicate nella patogenesi delle
SMD (Tabella 3), e sono frequentemente presenti anche in altre neo-
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plasie mieloidi elencate nella Tabella 1. Tali mutazioni sono presen-
ti prevalentemente nelle LMA (4559 anche se, come sottolineato da
Walter et al ®® alcuni specifici geni mutati sono maggiormente rap-
presentati nelle SMD e altri nelle LMA. Infatti, nel recente studio
condotto dal Research Cancer Genome Atlas Network, i 20 geni pit
frequentemente mutati nella LAM erano FL'T3, NPM1, DNMT3A,
IDH1/2, TET2, RUNXI, TP53, N/KRAS, CEPBPA, WT1,
PTPNI11, KIT, U2AF1, SMCI1A, SMC3, PHF6, STAG2, e
RAD210). Solo la meta di questi geni sono compresi nei 20 geni piit
ricorrentemente mutati nelle SMD (Tabella 3) @. Sebbene la fisio-
patologia molecolare della SMD sia diversa da quella della LMA, al-
cuni geni driver della LMA potrebbero comportarsi come driver di
sub-cloni nella SMD e quindi promuovere la trasformazione leuce-
mica. Mutazioni somatiche di CBL, TET?2, ASXL1, e IDH1/IDH2
sono state rilevate nella fase avanzata di leucemia mieloide cronica
©8) Molti dei geni riportati nella Tabella 3 possono essere mutati an-
che nella MFP, in combinazione con la mutazione JAK2 (V617F) o
dell’esone 10 di MPL, e la presenza contemporanea di due o pitt mu-
tazioni ha mostrato un impatto negativo sul decorso clinico di que-
sta NMP ©7), Recentemente, mutazioni somatiche di TET2, SRSF2,
ASXL1, CBL, e RUNXI sono state riscontrate nel 90 % dei pazien-
ti con mastocitosi avanzata, e la sopravvivenza globale ¢ risultata si-
gnificativamente ridotta nei pazienti con mutazioni aggiuntive rispet-

NEOPLASIE MIELOIDI SECONDO
LA CLASSIFICAZIONE WHO

PRINCIPALI CARATTERISTICHE
DIAGNOSTICHE E CLINICHE

GENI PIU FREQUENTEMENTE MUTATI

LMMC (classificate come SMD/NMP) )
persistente

Monocitosi periferica (> 1 x 109/1)

Mutazioni di TET2 e SRSF2 in concomitanza,

in combinazione con mutazioni di ASXL1 con altri
geni driver. La mutazione di ASXL1 & associata
con una ridotta sopravvivenza globale

e un lato rischio di progressione in LMA

LMCa (classificate come SMD/NMP)

Leucocitosi periferica (= 13 x 10%/)
con disgranulopoiesi e granulociti
immaturi circolanti = 10%

Combinazioni di geni founding in vari geni
e mutazioni sub-clonali di SETBP1 o ASXL1

*LNC (classificate come NMP)
immaturi circolanti

Leucocitosi neutrofila (= 25 x 10%1)
con meno del 10% di granulociti

Mutazioni somatiche di CSF3
nella maggior parte dei pazienti

LMMCg (classificate come SMD/NMP)

Persistente monocitosi (> 1 x 10%/)
nel sangue periferico nei bambini

Mutazioni somatiche del pahtway di RAS (NRAS,
NF1, PTPN11 e CBL). L'eterozigosi delle mutazioni
della linea germinale di CBL puo predisporre

a LMMC giovanile. Mutazioni sub-clonali driver

di SETBP1 e JAK3 possono causare progressione
di malattia

ARSA-T (Classificate come una entita
provvisoria di SMD/NMP)

Anemia macrocitica, sideroblasti
ad anello, e trombocitosi

Combinazioni di una mutazione somatica founding
di SF3B1 e mutazioni driver sub-clonali di JAK2
0 MPL

*La LNC ¢ stata inclusa per le caratteristiche morfologico/laboratoristiche in comune con la LMCa.

Tabella 4 — Mutazioni somatiche che caratterizzano diversi sottotipi di SMD/ NMP




to a quelli che presentavano solamente la mutazione KIT (D816V)
©9).1 geni driver della SMD possono anche interagire con le muta-
zioni somatiche che coinvolgono linee di cellule linfoidi, dando co-
sl origine a fenotipi peculiari come la leucemia linfocitica T a gran-
di cellule granulari che ¢ caratterizzata da un’espansione clonale di
linfociti T citotossici CD3+ che pud essere associata a disturbi au-
toimmuni e citopenie immunomediate 1%, E stato dimostrato
che l'espansione clonale delle cellule T ¢ causata da mutazioni soma-
tiche di STAT3 o STATSb 191192, Le patologie autoimmuni contri-
buiscono alla citopenia in un sottogruppo di pazienti con SMD, e
questi pazienti possono trarre beneficio da un trattamento con im-
munosoppressori %), E interessante notare che un recente studio de-
scrive la presenza di cloni di cellule T STAT3 mutate in un sotto-
gruppo di pazienti con SMD, suggerendo che questo evento possa
rappresentare un meccanismo molecolare che promuova la manife-
stazione di fenomeni autoimmuni %) T progressi nellambito della
diagnostica molecolare delle sindromi mielodisplastiche aprono
nuove prospettive verso una classificazione molecolare delle neopla-
sie mieloidi. Capproccio diagnostico attuale per le SMD compren-
de: lo studio morfologico dello striscio di sangue periferico e del mi-
dollo osseo per valutare le anomalie che riguardano le cellule del san-
gue periferico dei precursori emopoietici; la biopsia del midollo os-
seo per valutare la cellularitd midollare, la fibrosi e la topografia (105),
la citogenetica per individuare anomalie cromosomiche non casuali
(Tabella 2) 1) I sequenziamento massivo parallelo pud migliora-
re enormemente il nostro approccio alla diagnosi delle SMD.

Il sequenziamento deep pud permettere il rilevamento simultaneo sia
di mutazioni geniche somatiche che di anomalie citogenetiche tipi-
che delle SMD, in un’unica seduta @. Anche se l'intero sequenzia-
mento del genoma ¢ chiaramente pilt informativo, il sequenziamen-
to massivo parallelo di un pannello di geni ¢ piti fattibile in un labo-
ratorio clinico. I geni da sequenziare possono includere i 50-60 ge-

3.30) ¢ geni associati con malattie eredi-

ni driver della mielodisplasia
tarie che predispongono a SMD, e un ragionevole numero di poli-

morfismi di singoli nucleotidi della linea germinale .

Dalla patogenesi alla prognosi

La classificazione WHO delle SMD ha una preziosa rilevanza pro-
gnostica, considerando che la percentuale di blasti e la displasia mul-
tilineare rappresentano i parametri piti importanti dal punto di vista
morfologico. Tuttavia, la riproducibilita di questi ultimi parametri &
tutt’altro che ottimale 17, e vi & dunque la necessia di individuare
fattori prognostici piti robusti. L IPSS-R ?7) rappresenta chiaramen-
te un passo avanti, ma prende in considerazione solo le anomalie ci-
togenetiche, che sono eventi genetici secondari, e non le lesioni d-
ver. La definizione di mutazioni founding e mutazioni driver sub-clo-
nali potrebbe migliorare sensibilmente la valutazione prognostica del-
le SMD e piti in generale le decisioni terapeutiche in questo campo.
In primo luogo, I'identificazione del gene mutato responsabile del
clone iniziale ¢ rilevante per 'outcome clinico. Per esempio, i sidero-
blasti si riscontrano non solo in pazienti con una mutazione founding

in SF3B1, ma anche in quelli con una lesione oncogenica iniziatri-
ce in SRSF2 42 Tuttavia, la mediana di sopravvivenza libera da leu-
cemia ¢ maggiore di 10 anni nel primo caso versus 2 anni nel secon-
do 338 In secondo luogo, la presenza di mutazioni driver sub-clo-
nali associate a piccoli cloni possono consentire una diagnosi preco-
ce della progressione della malattia, compresa I'evoluzione in LMA.
Inoltre, il numero di mutazioni driver in ogni singolo paziente rap-
presenta un importante fattore prognostico di per sé. Nel recente stu-
dio di Papaemmanuil et al @ la mediana di sopravvivenza libera da
leucemia ¢ di 3 anni nei pazienti con 1 o 2 mutazioni driver versus 2
anni nei pazienti con = 3 mutazioni driver. Alcuni studi hanno gia
suggerito che I'incorporazione di mutazioni somatiche nei sistemi di
score prognostici pud migliorare la prognosi delle SMD 157, Sola-
ry et al. @) hanno proposto un nuovo score prognostico per la
LMMC che include non solo I'eta ¢ i parametri ematologici, ma an-
che lo stato mutazionale di ASXL1. Linternational Working Group for
Prognosis in SMD ha avviato un progetto di ricerca finalizzato a svi-
luppare un sistema di score prognostico che comprende parametri cli-
nici, ematologici e molecolari (IPSS-Mol). Alcuni parametri aggiun-
tivi che possono contribuire in modo significativo ad una valutazio-
ne del rischio delle SMD includono I'espressione genica profiling -
based signatures (198) Tnfine, la caratterizzazione del genoma dei pa-
zienti pud guidare il clinico verso un approccio terapeutico pitt mi-
rato e corretto e contribuire alla selezione dei pazienti che potrebbe-
ro essere inclusi in studi clinici prospettici. Mutazioni di TET2 po-
trebbero essere associate con la risposta agli agenti ipometilanti 69,
mentre mutazioni di U2AF1 potrebbero predire in modo indipen-
dente l'outcome sfavorevole dopo trapianto allogenico 1%?. C’¢ un
notevole potenziale terapeutico per le terapie epigenetiche rrgeting
nell'LMA 19, e questo pud essere applicabile anche nelle SMD. Di-
versi farmaci che hanno come zarget lo spliceosome sono attualmen-
te studiati per il loro potenziale utilizzo in diversi tumori maligni
(1D mentre i farmaci diretti verso il bersaglio specifico del segnale
dell'oncogene Ras !'?) potrebbero essere utilizzati in diverse neopla-
sie mieloidi. Dunque, I'identificazione delle vie biologiche attivate
dalle diverse mutazioni potrebbe consentire un trattamento persona-
lizzato in ciascun singolo paziente con sindrome mielodisplastica. La
fisiopatologia delle SMD nella sua complessita ¢ caratterizzata da
mutazioni clonali che in diversi casi correlano strettamente con il fe-
notipo e/o con la prognosi. La mutazione SF3B1 ¢ strettamente as-
sociata alla ARSA, mentre la combinazione della mutazione SF3B1
con mutazioni driver sub-clonali di JAK2 o MPL ¢ presente nella
ARSA-T. Non sono state identificate chiare correlazioni tra lo stato
mutazionale e il fenotipo nell’anemia refrattaria. Varie combinazio-
ni di mutazioni driver sub-clonali e founding possono essere riscon-
trate nella RCDM e nella AREB. Mutazioni somatiche di TET2 e di
SRSF2 si associano alla LMMC, mentre la mutazione di ASXLI
conferisce a tale patologia un outcome sfavorevole. Diverse mutazio-
ni founding in associazione alla mutazione sub-clonale di SETBP1
caratterizzano le SMD/ NMP e la LMCa, mentre le mutazioni di
CSEF3R sono associate alla LNC.




Bibliografia

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Swerdlow SH, Campo E, Harris NL, et al. WHO Classification of Tumours of Hae-
matopoietic and Lymphoid Tissues (ed 4th). Lyon, France: IARC Press; 2008.
Cazzola M, Della Porta MG, Malcovati L. The genetic basis of myelodysplasia and
its clinical relevance. Blood. 2013;12;122(25):4021-34.

Papaemmanuil E, Gerstung M, Malcovati L, Tauro S, Gundem G, Van Loo B, etal.
Clinical and biologjcal implications of driver mutations in myelodysplastic syndromes.
Blood. 2013;122(22):3616-27; quiz 3699.

Welch JS, Ley T], Link DC, Miller CA, Larson DE, Koboldt DC, et al. The origin
and evolution of mutations in acute myeloid leukemia. Cell. 2012;150(2):264-78.
Cancer Genome Atlas Research Network. Genomic and epigenomic landscapes of
adult de novo acute myeloid leukemia. N Engl ] Med. 2013;368(22):2059-74.
Lindsley RC, Ebert BL. The biology and clinical impact of genetic lesions in mye-
loid malignancies. Blood. 2013;122(23):3741-48.

Vogelstein B, Papadopoulos N, Velculescu VE, Zhou S, Diaz LA, Jr., Kinzler KW.
Cancer genome landscapes. Science. 2013;339(6127):1546-58.

Luzzatto L. Leukaemia is a genetic disorder of somatic cells. Haematologica.
1990;75(2):105-8.

Kibbelaar RE, van Kamp H, Dreef EJ, de Groot-Swings G, Kluin-Nelemans JC,
Beverstock GC, et al. Combined immunophenotyping and DNA in situ hybridi-
zation to study lineage involvement in patients with myelodysplastic syndromes.
Blood. 1992;79(7):1823-28.

Gerritsen WR, Donohue J, Bauman J, Jhanwar SC, Kernan NA, Castro-Malaspi-
naH, etal. Clonal analysis of myelodysplastic syndrome: monosomy 7 is expressed
in the myeloid lineage, but not in the lymphoid lineage as detected by fluorescent
in situ hybridization. Blood. 1992;80(1):217-24.

Walter MJ, Shen D, Ding L, Shao J, Koboldt DC, Chen K, et al. Clonal architec-
ture of secondary acute myeloid leukemia. N Engl ] Med. 2012;366(12):1090-98.
Delhommeau E Dupont S, Della Valle V, James C, Trannoy S, Massé A, et al. Mu-
tation in TET2 in myeloid cancers. N Engl ] Med. 2009;360(22):2289-2301.
Itzykson R, Kosmider O, Renneville A, Morabito M, Preudhomme C, Berthon C,
et al. Clonal architecture of chronic myelomonocytic leukemias. Blood.
2013;121(12):2186-98.

T, Scadden DT. Stem-cell ecology and stem cells in motion. Blood.
2008;111(8):3923-30.

Mazo IB, Massberg S, von Andrian UH. Hematopoietic stem and progenitor cell
trafficking. Trends Immunol. 2011;32(10):493-503.

Papaemmanuil E, Cazzola M, Boultwood ], Malcovati L, Vyas B, Bowen D, et al.
Somatic SF3B1 mutation in myelodysplasia with ring sideroblasts. N Engl ] Med.
2011;365(15):1384-95.

Cazzola M, Rossi M, Malcovati L. Biologic and clinical significance of somatic mu-
tations of SF3B1 in myeloid and lymphoid neoplasms. Blood. 2013;121(2):260-69.
Busque L, Paquette Y, Provost S, Roy DC, Levine RL, Mollica L, et al. Skewing of
X-inactivation ratios in blood cells of aging women is confirmed by independent
methodologies. Blood. 2009;113(15):3472-74.

Claessens YE, Bouscary D, Dupont JM, Picard F, Melle ], Gisselbrecht S, et al. In
vitro proliferation and differentiation of erythroid progenitors from patients with
myelodysplastic syndromes: evidence for Fas-dependent apoptosis. Blood.
2002:99(5):1594-601.

Cazzola M, Malcovati L. Myelodysplastic syndromes--coping with ineffective he-
matopoiesis. N Engl ] Med. 2005;352(6):536-38.

Haase D, Germing U, Schanz J, Pfeilstcker M, Nosslinger T, Hildebrandt B, et al.
New insights into the prognostic impact of the karyotype in SMD and correlation
with subtypes: evidence from a core dataset of 2124 patients. Blood.
2007;110(13):4385-95.

Schanz J, Steidl C, Fonatsch C, Pfeilstécker M, Nasslinger T, Tuechler H, et al.
Coalesced multicentric analysis of 2,351 patients with myelodysplastic syndromes
indicates an underestimation of poor-risk cytogenetics of myelodysplastic syndro-
mes in the international prognostic scoring system. ] Clin Oncol.

2011;29(15):1963-70.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Fisiopatologia

Schanz J, Tiichler H, Solé E Mallo M, Lufio E, Cervera ], et al. New comprehen-
sive cytogenetic scoring system for primary myelodysplastic syndromes (SMD) and
oligoblastic acute myeloid leukemia after SMD derived from an international da-
tabase merge. ] Clin Oncol. 2012;30(8):820-29.

Ebert BL, Pretz ], Bosco J, Chang CY, Tamayo P, Galili N, et al. Identification of
RPS14 as a 5¢- syndrome gene by RNA interference screen. Nature.
2008;451(7176):335-39.

Starczynowski DT1, Kuchenbauer E, Argiropoulos B, Sung S, Morin R, Muranyi
A, etal. Identfication of miR-145 and miR-146a as mediators of the 5g- syndro-
me phenotype. Nat Med. 2010;16(1):49-58.

Barlow JL, Drynan LE Hewett DR, Holmes LR, Lorenzo-Abalde S, Lane AL, et al.
A p53-dependent mechanism underlies macrocytic anemia in a mouse model of
human 5q- syndrome. Nat Med. 2010;16(1):59-66.

Greenberg PL, Tuechler H, Schanz J, Sanz G, Garcia-Manero G, Solé E et al. Re-
vised international prognostic scoring system for myelodysplastic syndromes. Blo-
od. 2012;120(12):2454-65.

Deeg HJ, Scott BL, Fang M, Shulman HM, Gyurkocza B, Myerson D, et al. Five-
group cytogenetic risk classification, monosomal karyotype, and outcome after he-
matopoietic cell transplantation for SMD or acute leukemia evolving from SMD.
Blood. 2012;120(7):1398-1408.

Afable MG 2nd, Wlodarski M, Makishima H, Shaik M, Sekeres MA, Tiu RV, et al.
SNP array-based karyotyping: differences and similarities between aplastic anemia
and hypocellular myelodysplastic syndromes. Blood. 2011;117(25):6876-84.
Langemeijer SM, Kuiper RD, Berends M, Knops R, Aslanyan MG, Massop M, et
al. Acquired mutations in TET2 are common in myelodysplastic syndromes. Nat
Genet. 2009;41(7):838-42.

Bejar R, Stevenson K, Abdel-Wahab O, Galili N, Nilsson B, Garcia-Manero G, et
al. Clinical effect of point mutations in myelodysplastic syndromes. N Engl ] Med.
2011;364(26):2496-506.

Yoshida K, Sanada M, Shiraishi Y, Nowak D, Nagata Y, Yamamoto R, et al. Fre-
quent pathway mutations of splicing machinery in myelodysplasia. Nature.
2011;478(7367):64-69.

Graubert TA, Shen D, Ding L, Okeyo-Owuor T, Lunn CL, Shao J, et al. Recurrent
mutations in the U2AF1 splicing factor in myelodysplastic syndromes. Nat Genet.
2012;44(1):53-57.

Piazza R, Valletta S, Winkelmann N, et al. Recurrent SETBP1 mutations in atypi-
cal chronic myeloid leukemia. Nat Genet. 2013;45(1):18-24.

Maxson JE, Gotlib J, Pollyea DA, Fleischman AG, Agarwal A, Eide CA, et al. On-
cogenic CSF3R mutations in chronic neutrophilic leukemia and atypical CML. N
Engl ] Med. 2013;368(19):1781-90.

Walter MJ, Shen D, Shao J, Ding L, White BS, Kandoth C, et al. Clonal diversi-
ty of recurrently mutated genes in myelodysplastic syndromes. Leukemia.
2013;27(6):1275-1282.

Hirabayashi S, Flotho C, Moetter ], Heuser M, Hasle H, Gruhn B, et al. Spliceoso-
mal gene aberrations are rare, coexist with oncogenic mutations, and are unlikely to
exert a driver effect in childhood SMD and JMML. Blood. 2012;119(11):96-99.
Malcovati L, Papaemmanuil E, Bowen DT, Boultwood J, Della Porta MG, Pascut-
to C, etal. Clinical significance of SF3B1 mutations in myelodysplastic syndromes
and myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms. Blood. 2011;118(24):6239-46.
Mian SA, Smith AE, Kulasekararaj AG, Kizilors A, Mohamedali AM, Lea NC, et
al. Spliceosome mutations exhibit specific associations with epigenetic modifiers and
proto-oncogenes mutated in myelodysplastic syndrome. Haematologica.
2013;98(7):1058-66.

Nikpour M, Scharenberg C, Liu A, Conte S, Karimi M, Mortera-Blanco T, et al.
The transporter ABCB7 is a mediator of the phenotype of acquired refractory ane-
mia with ring sideroblasts. Leukemia. 2013;27(4):889-96.

Przychodzen B, Jerez A, Guinta K, Sekeres MA, Padgett R, Maciejewski JP, et al.
Patterns of missplicing due to somatic U2AF1 mutations in myeloid neoplasms.

Blood. 2013;122(6):999-1006.




42.

43,

44.

45,

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Makishima H, Visconte V, Sakaguchi H, Jankowska AM, Abu Kar S, Jerez A, et al.
Mutations in the spliceosome machinery, a novel and ubiquitous pathway in leu-
kemogenesis. Blood. 2012;119(14):3203-10.

Damm FE, Kosmider O, Gelsi-Boyer V, Renneville A, Carbuccia N, Hidalgo-Cur-
tis C, et al. Mutations affecting mRNA splicing define distinct clinical phenotypes
and correlate with patient outcome in myelodysplastic syndromes. Blood.
2012;119(14):3211-18.

Thol E Kade S, Schlarmann C, Léffeld B, Morgan M, Krauter J, et al. Frequency
and prognostic impact of mutations in SRSF2, U2AF1, and ZRSR2 in patients
with myelodysplastic syndromes. Blood. 2012;119(15):3578-84.

Zhang S, Rampal R, Manshouri T, Patel ], Mensah N, Kayserian A, et al. Gene-
tic analysis of patients with leukemic transformation of myeloproliferative neo-
plasms shows recurrent SRSF2 mutations that are associated with adverse outcome.
Blood. 2012;119(19):4480-85.

Issa JP. The myelodysplastic syndrome as a prototypical epigenetic disease. Blood.
2013;121(19):3811-17.

Itzykson R, Kosmider O, Renneville A, Gelsi-Boyer V, Meggendorfer M, Morabi-
to M, et al. Prognostic score including gene mutations in chronic myelomonocy-
ticleukemia. J Clin Oncol. 2013;31(19):2428-36.

Busque L, Patel B Figueroa ME, Vasanthakumar A, Provost S, Hamilou Z,et al.
Recurrent somatic TET2 mutations in normal elderly individuals with clonal he-
matopoiesis. Nat Genet. 2012;44(11):1179-81.

Moran-Crusio K, Reavie L, Shih A, Abdel-Wahab O, Ndiaye-Lobry D, et al. Tet2
loss leads to increased hematopoietic stem cell self-renewal and myeloid transforma-
tion. Cancer Cell. 2011;20(1):11-24.

Ko M, Huang Y, Jankowska AM, Pape UJ, Tahiliani M, Bandukwala HS, et al. Im-
paired hydroxylation of 5-methylcytosine in myeloid cancers with mutant TET2.
Nature. 2010;468(7325):839-43.

Kosmider O, Gelsi-Boyer V, Cheok M, Grabar S, Della-Valle V, Picard F, et al.
TET2 mutation is an independent favorable prognostic factor in myelodysplastic
syndromes (SMDs). Blood. 2009;114(15):3285-91.

Itzykson R, Kosmider O, Cluzeau T, Mansat-De Mas V, Dreyfus E Beyne-Rauzy
O, et al. Impact of TET2 mutations on response rate to azacitidine in myelodyspla-
stic syndromes and low blast count acute myeloid leukemias. Leukemia.
2011;25(7):1147-52.

Bejar R. Next-generation sequencing of 213 SMD patient samples identifies mu-
tation profiles associated with response to hypomethylating agents and overall sur-
vival [abstract]. Leukemia Res. 2013337 (Suppl1):519-20.

Patel JB, Gonen M, Figueroa ME, Fernandez H, Sun Z, Racevskis J, et al. Progno-
stic relevance of integrated genetic profiling in acute myeloid leukemia. N Engl J
Med. 2012;366(12):1079-89.

Ley T], Ding L, Walter M], McLellan MD, Lamprecht T, Larson DE, et al.
DNMT3A mutations in acute myeloid leukemia. N Engl ] Med.
2010;363(25):2424-33.

Walter MJ, Ding L, Shen D, Shao J, Grillot M, McLellan M, et al. Recurrent
DNMT3A mutations in patients with myelodysplastic syndromes. Leukemia.
2011;25(7):1153-58.

Bejar R, Stevenson KE, Caughey BA, Abdel-Wahab O, Steensma DP, Galili N, et
al. Validation of a prognostic model and the impact of mutations in patients with
lower-risk myelodysplastic syndromes. J Clin Oncol. 2012;30(27):3376-82.
Mardis ER, Ding L, Dooling DJ, Larson DE, McLellan MD, Chen K; et al. Recur-
ring mutations found by sequencing an acute myeloid leukemia genome. N Engl
J Med. 2009;361(11):1058-66.

Patnaik MM, Hanson CA, Hodnefield JM, Lasho TL, Finke CM, Knudson RA,
etal. Differential prognostic effect of IDH1 versus IDH2 mutations in myelody-
splastic syndromes: a Mayo Clinic study of 277 patients. Leukemia.
2012;26(1):101-05.

Sauvageau M, Sauvageau G. Polycomb group proteins: multi-faceted regulators of
somatic stem cells and cancer. Cell Stem Cell. 2010;7(3):299-313.

Abdel-Wahab O, Adli M, LaFave LM, Gao J, Hricik T, Shih AH, et al. ASXL1 mu-
tations promote myeloid transformation through loss of PRC2-mediated gene re-
pression. Cancer Cell. 2012;22(2):180-193.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

81.

82

83.

. Gelsi-Boyer V, Trouplin V, Adélaide ], Bonansea J, Cervera N, Carbuccia N, et al.

Mutations of polycomb-associated gene ASXLI in myelodysplastic syndromes and
chronic myelomonocytic leukaemia. Br ] Haematol. 2009;145(6):788-800.
Boultwood J, Perry J, Pellagatti A, Fernandez-Mercado M, Fernandez-Santamaria
C, Calasanz MJ, et al. Frequent mutation of the polycomb-associated gene ASXLI
in the myelodysplastic syndromes and in acute myeloid leukemia. Leukemia.
2010;24(5):1062-65.

Ernst T, Chase AJ, Score ], Hidalgo-Curtis CE, Bryant C, Jones AV, et al. Inactiva-
ting mutations of the histone methyltransferase gene EZH2 in myeloid disorders.
Nat Genet. 2010;42(8):722-26.

Nikoloski G, Langemeijer SM, Kuiper RE, Knops R, Massop M, Ténnissen ER, et
al. Somatic mutations of the histone methyltransferase gene EZH2 in myelodyspla-
stic syndromes. Nat Genet. 2010;42(8):665-67.

Thol E, Friesen I, Damm E Yun H, Weissinger EM, Krauter J, et al. Prognostic si-
gnificance of ASXL1 mutations in patients with myelodysplastic syndromes. ] Clin
Oncol. 2011;29(18):2499-2506.

Vannucchi AM, Lasho TL, Guglielmelli , Biamonte E Pardanani A, Pereira A,
et al. Mutations and prognosis in primary myelofibrosis. Leukemia.
2013;27(9):1861-1869.

Muller PA, Vousden KH. p53 mutations in cancer. Nat Cell Biol. 2013;15(1):2-8.
Harutyunyan A, Klampfl T, Cazzola M, Kralovics R. p53 lesions in leukemic tran-
sformation. N Engl ] Med. 2011;364(5):488-90.

Jadersten M, Saft L, Smith A, Kulasekararaj A, Pomplun S, Géhring G, et al. TP53
mutations in low-risk myelodysplastic syndromes with del(5q) predict disease pro-
gression. ] Clin Oncol. 2011;29(15):1971-79.

Loh ML. Childhood myelodysplastic syndrome: focus on the approach to diagno-
sis and treatment of juvenile myelomonocytic leukemia. Hematology Am Soc He-
matol Educ Program. 2010;2010(1):357-62.

Sakaguchi H, Okuno Y, Muramatsu H, Yoshida K, Shiraishi Y, Takahashi M, et al.
Exome sequencing identifies secondary mutations of SETBP1 and JAK3 in juve-
nile myelomonocytic leukemia. Nat Genet. 2013;45(8):937-41.

Hoischen A, van Bon BW, Gilissen C, Arts D, van Lier B, Stechouwer M, et al. De
novo mutations of SETBP1 cause Schinzel-Giedion syndrome. Nat Genet.
2010;42(6):483-85.

Makishima H, Yoshida K, Nguyen N, Przychodzen B, Sanada M, Okuno Y, et al.
Somatic SETBP1 mutations in myeloid malignancies. Nat Genet. 2013;45(8):942-46.
Meggendorfer M, Bacher U, Alpermann T, Haferlach C, Kern W, Gambacorti-Pas-
serini C, et al. SETBP1 mutations occur in 9% of SMD/MPN and in 4% of MPN
cases and are strongly associated with atypical CML, monosomy 7, isochromoso-
me i(17)(q10), ASXLI and CBL mutations. Leukemia. 2013;27(9):1852-60.
Trimarchi T, Ntziachristos P, Aifantis I. A new player SETs in myeloid malignan-
cy. Nat Genet. 2013;45(8):846-47.

Fernandez-Mercado M1, Pellagatti A, Di Genua C, Larrayoz MJ, Winkelmann N,
Aranaz B, et al. Mutations in SETBP1 are recurrent in myelodysplastic syndromes
and often coexist with cytogenetic markers associated with disease progression. Br
J Haematol. 2013;163(2):235-39.

Beckman R, Touw IP. G-CSF and its receptor in myeloid malignancy. Blood.
2010;115(25):5131-36.

Gotlib J, Maxson JE, George TI, Tyner JW. The new genetics of chronic neutrophi-
lic leukemia and atypical CML: implications for diagnosis and treatment. Blood.
2013;122(10):1707-11.

Dorsett D, Strom L. The ancient and evolving roles of cohesin in gene expression
and DNA repair. Curr Biol. 2012;22(7):R240-50.

Kon A, Shih LY, Minamino M, Sanada M, Shiraishi Y, Nagata Y, et al. Recurrent
mutations in multiple components of the cohesin complex in myeloid neoplasms.
Nat Genet. 2013;45(10):1232-37.

Ng D, Thakker N, Corcoran CM, Donnai D, Perveen R, Schneider A, et al. Ocu-
lofaciocardiodental and Lenz microphthalmia syndromes result from distinct clas-
ses of mutations in BCOR. Nat Genet. 2004;36(4):411-16.

Grossmann V, Tiacci E, Holmes AB, Kohlmann A, Martelli MP, Kern W, et al.
Whole-exome sequencing identifies somatic mutations of BCOR in acute myeloid
leukemia with normal karyotype. Blood. 2011;118(23):6153-63.




85.

86.

87.

88.

89.

91

92.

93.

9.

96.

. Damm E Chesnais V, Nagata Y, Yoshida K, Scourzic L, Okuno Y; et al. BCOR and

BCORLI mutations in myelodysplastic syndromes and related disorders. Blood.
2013;122(18):3169-77.

Hahn CN, Chong CE, Carmichael CL, Wilkins EJ, Brautigan PJ, Li XC, et al. He-
ritable GATA2 mutations associated with familial myelodysplastic syndrome and
acute myeloid leukemia. Nat Genet. 2011;43(10):1012-17.

Ostergaard D, Simpson MA, Connell FC, Steward CG, Brice G, Woollard W7J, et
al. Mutations in GATA2 cause primary lymphedema associated with a predisposi-
tion to acute myeloid leukemia (Emberger syndrome). Nat Genet.
2011;43(10):929-31.

Hsu AD, Sampaio EP, Khan J, Calvo KR, Lemieux JE, Patel SY, et al. Mutations in
GATA?2 are associated with the autosomal dominant and sporadic monocytopenia and
mycobacterial infection (MonoMAC) syndrome. Blood. 2011;118(10):2653-55.
Dickinson RE, Griffin H, Bigley V, Reynard LN, Hussain R, Haniffa M, et al. Exo-
me sequencing identifies GATA-2 mutation as the cause of dendritic cell, mono-
cyte, B and NK lymphoid deficiency. Blood. 2011;118(10):2656-58.

Pasquet M, Bellanné-Chantelot C, Tavitian S, Prade N, Beaupain B, Larochelle O,
etal. High frequency of GATA2 mutations in patients with mild chronic neutro-
penia evolving to MonoMac syndrome, myelodysplasia, and acute myeloid leuke-
mia. Blood. 2013;121(5):822-29.

. Hyde RK, Liu PP. GATA2 mutations lead to SMD and AML. Nat Genet.

2011;43(10):926-27.

Cazzola M, Barosi G, Gobbi PG, Invernizzi R, Riccardi A, Ascari E. Natural histo-
ry of idiopathic refractory sideroblastic anemia. Blood. 1988;71(2):305-12.
Visconte V, Rogers HJ, Singh J, Barnard J, Bupathi M, Traina E et al. SF3B1 ha-
ploinsufficiency leads to formation of ring sideroblasts in myelodysplastic syndro-
mes. Blood. 2012;120(16):3173-86.

Fleischman AG, Maxson JE, Luty SB, Agarwal A, Royer LR, Abel ML, et al. The
CSF3R T6181 mutation causes a lethal neutrophilic neoplasia in mice that is re-
sponsive to therapeutic JAK inhibition. Blood. 2013;122(22):3628-31.

. Malcovati L, Della Porta MG, Pietra D, Boveri E, Pellagatti A, Galli A, et al. Mo-

lecular and clinical features of refractory anemia with ringed sideroblasts associated
with marked thrombocytosis. Blood. 2009;114(17):3538-45.

Nangalia ], Massie CE, Baxter EJ, Nice FL, Gundem G, Wedge DC, et al. Soma-
tic CALR mutations in myeloproliferative neoplasms with nonmurated JAK2. N
Engl ] Med. 2013;369(25):2391-405.

Klampfl T, Gisslinger H, Harutyunyan AS, Nivarthi H, Rumi E, Milosevic JD, et
al. Somatic mutations of calreticulin in myeloproliferative neoplasms. N Engl ]

Med. 2013;369(25):2379-90.

. Maffioli M, Genoni A, Caramazza D, Mora B, Bussini A, Merli M, et al. Looking

for CALR mutations in familial myeloproliferative neoplasms. Leukemia. 2014; 20.
doi:10.1038/leu.2014.33.

Fisiopatologia

98. Makishima H, Jankowska AM, McDevitt MA, O'Keefe C, Dujardin S, Cazzolli H,
etal. CBL, CBLB, TET?2, ASXL1, and IDH1/2 mutations and additional chromo-
somal aberrations constitute molecular events in chronic myelogenous leukemia.
Blood. 2011;117(21):e198-206.

99. Schwaab J, Schnittger S, Sotlar K, Walz C, Fabarius A, Pfirrmann M, et al. Com-
prehensive mutational profiling in advanced systemic mastocytosis. Blood.
2013;122(14):2460-66.

100. Zhang D, Loughran TB Jr. Large granular lymphocytic leukemia: molecular patho-
genesis, clinical manifestations, and treatment. Hematology Am Soc Hematol Educ
Program. 2012;2012(1):652-59.

101. Koskela HL, Eldfors S, Ellonen B, van Adrichem AJ, Kuusanmiki H, Andersson EI,
etal. Somatic STAT3 mutations in large granular lymphocytic leukemia. N Engl
J Med. 2012;366(20):1905-13.

102. Rajala HL, Eldfors S, Kuusanmiki H, van Adrichem AJ, Olson T, Lagstrom S, et
al. Discovery of somatic STAT5b mutations in large granular lymphocytic leuke-
mia. Blood. 2013;121(22):4541-50.

103. Barrett AJ, Sloand E. Autoimmune mechanisms in the pathophysiology of myelody-
splastic syndromes and their clinical relevance. Haematologica. 2009;94(4):449-51.

104. Jerez A, Clemente MJ, Makishima H, Rajala H, Gémez-Segui I, Olson T, et al.
STAT3 mutations indicate the presence of subclinical T-cell clones in a subset of
aplastic anemia and myelodysplastic syndrome patients.  Blood.
2013;122(14):2453-59.

105. Della Porta MG, Malcovati L, Boveri E, Travaglino E, Pietra D, Pascutto C, et al.
Clinical relevance of bone marrow fibrosis and CD34-positive cell clusters in pri-
mary myelodysplastic syndromes. ] Clin Oncol. 2009;27(5):754-62.

106. Cazzola M, Della Porta MG, Travaglino E, Malcovati L. Classification and progno-
stic evaluation of myelodysplastic syndromes. Semin Oncol. 2011;38(5):627-634.

107. Senent L, Arenillas L, Luno E, Ruiz JC, Sanz G, Florensa L. Reproducibility of the
World Health Organization 2008 criteria for myelodysplastic syndromes. Haema-
tologica. 2013;98(4):568-75.

108. Pellagatti A, Benner A, Mills KI, Cazzola M, Giagounidis A, Perry J, et al. Identi-
fication of gene expression-based prognostic markers in the hematopoietic stem cells
of patients with myelodysplastic syndromes. J Clin Oncol. 2013;31(28):3557-64.

109. Thol E Koenecke C, Dobbernack V et al. Spicing gene mutations in SMD and se-
condary AML: Clinical implications in the setting of allogenic hematopoietic stem
cell transplantation [abstract]. Leukemia Res. 2013;37 (Suppl 1):118-19.

110. Abdel-Wahab O, Levine RL. Mutations in epigenetic modifiers in the pathogene-
sis and therapy of acute myeloid leukemia. Blood. 2013;121(18):3563-72.

111. Bonnal S, Vigevani L, Valcarcel J. The spliceosome as a target of novel antitumour
drugs. Nat Rev Drug Discov. 2012;11(11):847-59.

112. Ward AF, Braun BS, Shannon KM. Targeting oncogenic Ras signaling in hemato-
logic malignancies. Blood. 2012;120(17):3397-06.

Parole Chiave

Sindrome mielodisplastica, mutazioni, prognosi

Indirizzi per la corrispondenza

Domenica Caramazza

Ematologia, Ospedale di Circolo e Fondazione Macchi
Viale Borri, 57 - 21100 Varese

E-mail: mimi.caramazza@gmail.com
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Introduzione

La complessita clinico-biologica delle sindromi mielodisplastiche
(SMD) ¢ in parte testimoniata dal succedersi delle diverse classifi-
cazioni diagnostiche che, fino ad oggi, si sono avvalse prevalente-
mente delle caratteristiche ematologiche e morfologiche, combi-
nando la citopenia nel sangue periferico con la displasia delle linee
dell’ematopoiesi mieloide e la percentuale dei blasti a livello midol-
lare. Con questi criteri la classificazione WHO 2008 M) di uso cor-
rente, ha proposto cinque entitd, considerando a parte I'etd pedia-
trica per le sue specificita di incidenza e di correlazioni con la pa-
tologia congenita.

La genetica ¢ entrata nella classificazione WHO delle SMD con la
sindrome 5q-, inclusa nell’entita definita SMD con del(5q) isola-
to. Interessante notare che quest'ultima rappresenta 'unica vera en-
tita clinico-biologica convalidata dalla WHO nell’'ambito delle
SMD, a fronte di sette condizioni nell’ambito delle leucemie acu-
te mieloblastiche, in cui 'anomalia citogenetica ¢ considerata pato-
gnomonica. E pertanto evidente che molto resta da fare nella com-
prensione della biologia e del suo significato clinico nelle sindromi
mielodisplastiche. In assenza di genetica specifica, ma con la com-
binazione dei dati ematologici derivanti dall’analisi del sangue pe-
riferico e del midollo, la WHO ha enucleato dalle SMD la leuce-
mia mielomonocitica cronica (LMMC) e altre condizioni con scre-
zio mieloproliferativo (leucemia mieloide cronica atipica BCR/
ABLI negativa; forme inclassificabili; leucemia mielomonocitica
giovanile) definite come SMD/NMP (Neoplasia mieloproliferati-
va) per le caratteristiche comuni sia alle sindromi mielodisplastiche
che ai disordini mieloproliferativi cronici.

Quale la definizione di entita clinico-biologica?

Il primo criterio ¢ quello di un'associazione tipica e ricorrente, an-
che se non sempre esclusiva, di un marcatore biologico (anomalia
cromosomica; mutazione genica; immunofenotipo; profilo di
espressione; evento epigenetico) con i segni e i sintomi, nonché con
I'andamento clinico della malattia. In questa accezione ¢ evidente
come il marcatore biologico sia di fondamentale importanza nel
precisare la diagnosi differenziale con altre condizioni simili.

Si & appreso peraltro, che, in alcuni casi (vedi avanti riarrangiamen-

ti dei geni per i recettori tirosin-chinasici), I'impronta genetica pos-
sa essere sufficiente a riconoscere la malattia, indipendentemente
dal fenotipo ematologico.

Lera genomica che stiamo vivendo ha originato un grande nume-
ro di conoscenze (vedi anche articolo di Caramazza-Passamonti in
questo numero della rivista), alcune delle quali tuttavia necessita-
no di ulteriore validazione clinica. Di seguito saranno discusse le
novita che gli studi biologici, con riferimento particolare a quelli
sul genoma, hanno prodotto nelle SMD, e che sono significative
nell'indirizzare la diagnosi e/o identificare specifiche associazioni
clinico-ematologiche.

Sindrome 5q-

Come sopra accennato ¢ 'unica entita clinico-biologica identificata su
base citogenetica inserita dalla WHO 2008 nella classificazione delle
SMD. La delezione & sempre interstiziale anche se la dimensione del
tratto genomico perso pud essere variabile per la diversa posizione dei
punti di rottura, rispettivamente centromerico e telomerico, nel brac-
cio lungo del cromosoma 5.

Sul piano clinico-ematologico la sindrome 5g- ¢ caratterizzata da: al-
ta prevalenza nel sesso femminile, anemia macrocitica, ipoplasia della
serie eritroide, piastrine normali o elevate, micromegacariociti mono-
lobulati, prognosi migliore .

E interessante notare che, nella classificazione WHO, la conta piastri-
nica normale o aumentata non ¢ inserita come caratteristica distintiva
della SMD con del(5q) isolato; tuttavia una piastrinopenia pud con-
dizionare la prognosi del del(5q) isolato . Modelli in vitro e in vivo
hanno prodotto informazioni patogenetiche rilevanti in questa entita.
Innanzitutto la delezione genomica determina uno stato di aploinsuf-
ficienza nella cellula ematopoietica affetta con riduzione dei trascritti
di geni critici, che vanno persi a causa della delezione mono-allelica ),
Ad esempio I'aploinsufficienza del gene RPS14 a livello della ban-
da 5¢33, che codifica per una proteina della subunita ribosomiale
408, riprodotta nel topo ko e in vitro per silenziamento del gene at-
traverso lo specifico RNA interferente, determina un’attivazione del-
la p53 con repressione della serie eritroide e un fenotipo anemico ©.
Un altro modello animale aploinsufficiente per altri due geni com-
presi nella delezione, che codificano rispettivamente per miR145 e




miR146, riproduce alcuni aspetti fenotipici del 5q- isolato, nella fat-
tispecie la dismegacariopoiesi e la trombocitosi 7).

Altri geni del tratto deleto di 5q la cui aploinsufficienza si correla
con aspetti fenotipici caratteristici delle sindromi mielodisplastiche
sono riportati nella Tabella 1.

GENE LOCUS CDR1 CDR2
APC 5022 no no
IRF-1 5031.1 no no
EGR1 5031.2 Si no
DIAPH1 5q31.3 Si no
CSF1R 5q32 no Si
. si/adiacente
m:ll;{:jge/\ 5032/5q33.3 no al bordo distale
di CDR
SPARC 5033 no Si
RI;%;GZaan 5q33 no Si
NPM1 5035.1 no no
CDR1, common deleted region at 5q31; CDR2, common deleted region at 5933

Tabella 1 - Geni aploinsufficienti nella delezione 5q coinvolti nella patogenesi
della SMD

Le numerose varianti della delezione 5q non riguardano solo le loca-
lizzazioni dei breakpoints cromosomici e le dimensioni del tratto ge-
nomico che va incontro a delezione, come sopra citato @ ma anche
le caratteristiche clinico-ematologiche e molecolari della SMD. Ne ¢
esempio la mutazione V617F del gene JAK2 in un sottogruppo di
SMD con del(5q) isolato e un midollo ipercellulare compatibile con
un disordine mieloproliferativo .

Anemia refrattaria
con sideroblasti ad anello

Come la sindrome 5q-, 'anemia sideroblastica acquisita non ¢ di cer-
to una nuova entita clinico-biologica. Qui viene inclusa per la nuo-
va definizione molecolare di malattia che coinvolge il complesso del-
lo splicing (splicesome), vale a dire quel complesso di piccoli RNA nu-
cleari, che, associati a proteine, controllano lo splicing del pre-
mRNA @, Nella fattispecie 'anemia refrattaria con sideroblasti ad
anello presenta in circa il 90% dei casi una mutazione della subuni-
ta dello splicesoma SF3B1 che costituisce anche un marcatore di
buona prognosi e basso rischio di progressione in leucemia acuta
mieloblastica 17,

Ol-talassemia acquisita e SMD

Si tratta di una condizione rara, ma ben caratterizzata sul piano ema-
tologico e molecolare. In questa entitd, inaspettatamente per una
SMD, i globuli rossi si presentano microcitici e ipocromici 1. La
condizione & acquisita, prevalente nel sesso maschile, e sostenuta mo-
lecolarmente o dalla delezione acquisita del c/uster dei geni dell'o-ta-
lassemia (16p terminale), o da mutazioni somatiche inattivanti del

gene ATRX (Xq13.3), che codifica per una proteina che lega la cro-

matina ed influenza 'espressione genica attraverso un meccanismo
epigenetico. Dal punto di vista diagnostico nei globuli rossi si rileva-
no le tipiche inclusioni corrispondenti ai precipitati di HbH, eviden-
ziate dalla colorazione con blu brillante di cresile 3.

Geni malattia
Il riarrangiamento di PDGFRA, o dii PDGFRB o di FGFR1 consiste

in una traslocazione cromosomica in cui comunque la regione codifi-
cante per il dominio tirosin chinasico del recettore & sempre presente,
cosi che si ha un’attivazione costitutiva. Questa caratteristica genetica
¢ il denominatore comune di disordini neoplastici prevalentemente ca-
ratterizzati da un fenotipo classificabile come SMD/NMP anche se,
meno frequentemente, la diagnosi pud risultare compatibile con
LMMC o SMD,; sia a basso che ad alto rischio. Si tratta quindi di en-
it genetico-clinico-ematologiche riconosciute dal riarrangiamento di
un gene che codifica per un recettore di membrana (PFGFRB,
PDGFRA, FGFR1) con un dominio tirosin-chinasico che viene atti-
vato a seguito della traslocazione (Figura 1).

Eosinofilia e monocitosi sono stigmate morfologiche significativamen-
te presenti. Meno costante la splenomegalia. In casi particolari, soprat-
tutto associati a coinvolgimento di FGFRI, la neoplasia associata pud
essere di natura linfoide, linfoma o leucemia acuta linfoblastica, e si
pud anche osservare I'associazione di un tumore mieloide e di uno lin-
foide nello stesso individuo, sia concomitanti che in fasi diverse della
malattia. Ad ulteriore supporto del ruolo patogenetico del riarrangia-
mento dei recettori gioca anche la brillante risposta di questi disordi-
ni al trattamento con inibitori dell’attivita tirosinchinasica a dosaggi in-
feriori a quelli impiegati nella leucemia mieloide cronica?).

Disordini SMD/NMP

Si tratta di una interessante indicazione classificativa da parte del-
la WHO, che permette un inquadramento delle neoplasie mieloi-
di caratterizzate dalla concomitanza di un #it clinico-ematologi-
co mieloproliferativo (leucocitosi, monocitosi, splenomegalia) con
i segni di una mielodisplasia franca. Accanto a forme SMD/NMP
senza un'etichetta genomica precisa, le tecnologie ad alta risoluzio-
ne per 'analisi del genoma hanno identificato mutazioni ricorren-
ti che, anche se non patognomoniche, sono utili da un punto di vi-
sta classificativo e diagnostico.

Leucemia mielomonocitica cronica

Pud essere considerato il prototipo di un disordine tipo
SMD/NMP. Non a caso la LMMC in precedenza apparteneva al-
le classificazioni delle SMD. ¢ importante notare che nella LMMC,
a fronte di un’indicazione ematologica inequivocabile (monoci-
ti>1x109/1), a tuttoggi non esiste una lesione genetica specifica. I
contributi della citogenetica convenzionale sono limitati alla dimo-
strazione di clonalitd e individuazione di anomalie ricorrenti,
quali la del(12p) o la trisomia 8, in non pitt del 10% dei casi. Pitt
ricca l'informazione relativa alle variazioni nucleotidiche rilevate dal
sequenziamento, da cui particolarmente frequenti (30-50% dei ca-
si) risultano le mutazioni dei geni TET2, ASXL1, SRSF2 e
SETBP1 @),




Nuove entita clinico-biologiche

FIP1L1/4q12 KIF5B/10p11 CDK5RAP2/9933 STRN/2p24 FOXP1/3p14
ETVA2p13 smmmmmm=m- PDGFRA/4q12- - - - - ----. BCR/22q11
i i
SPTBN1/2p16 X GPIAP1/11p3 X
1 1
TPM3/125 ' SART3/12q23-q24 '
X RABEP1/17p13 X
GOLGA4/3p21 ' PDE4DIP/1q22 !
1
WDRA48/3p21 ! MYOI8A/17ql1 == == == === == == === FGFR1/8p11
C60rf204/6023
BIN2/12q13 PDGFRB ‘
5q33 KANK1/9p24.3 RANBP2/2q13 ZMYM2/13q12.1
NDE1/16p13 R PRKG2/4G21 CEP110/9g34 FOP/6q26
I \
TRIP11/14g31 R HIP1/7q11 FGFR10P2/12p11  TPR/1925
N ' H4/CCDC6/10g21 ZNF198/13q12 TRIM24/732
NIN/14q24 ) Y ERC1/12p13 HERV-K/19q13 CUX1/7q22
KIAAT509/14g32 ' Y\ TP53BP1/15022 FGFR10P1/6G27
I \
HCMOGT/17p11  GIT2/12q24

Figura 1 — Rappresentazione dei geni partners nelle diverse traslocazioni reciproche cui possono andare incontro i geni PFGFRA, PDGFRB o FGFRI in singoli pazienti.

Leucemia mieloide cronica atipica

Molecolarmente questa rara condizione era definita solo in negativo
per assenza del riarrangiamento BCR/ABLI, fino alla scoperta recen-
te delle mutazioni del gene SETBP1 in oltre il 20% dei casi 19). Suc-
cessivamente SETBP1 ¢ risultato mutato in altre neoplasie mieloidi,
incluso il 4% dei casi di SMD, in particolare in casi con elevato ri-
schio di evoluzione in leucemia acuta e monosomia 7 o iso (17q) al
cariotipo 7). 1l gene SETBP1 codifica per una proteina con omolo-
gie per l'oncogene SKI e con un dominio capace di legare I'oncopro-
teina nucleare SET. Nei progenitori mieloidi SETBP1 avrebbe
un'azione attivante la trascrizione dei geni HOXA9 e HOXA10 19),

Leucemia mielomonocitica giovanile

Questa forma aggressiva di SMD/NMP vede il coinvolgimento di
un particolare gruppo di geni coinvolti nella via di trasmissione del
segnale RAS-MAPK che vanno incontro a mutazioni germinali e so-

matiche: PTPN11, NRAS, KRAS, NF1, CBL.

Anemia refrattaria con sideroblasti ad anello
e trombocitosi (ARSA-T)

Lindividuazione di questa entita clinico-patologica costituisce un im-
portante contributo classificativo sia per le SMD che per le DMP In-
fatti le stigmate ematologiche includono l'associazione di un’anemia
refrattaria normo- o macro-citica, presenza di sideroblasti ad anello
in una quota superiore al 15% nel midollo, e una conta piastrinica

aumentata (>450x10%/L). La sindrome, ben caratterizzata su base
morfologica, ¢ supportata da una stretta correlazione genotipo/feno-
tipo. Infatti da un punto di vista genomico si assiste alla presenza di
mutazioni del gene JAK2 o MPL, come in circa il 10% delle trom-
bocitemie essenziali, e, in aggiunta, mutazioni del gene SF3B1, co-
me nel 90% delle anemie refrattarie con sideroblasti ad anello. Nel-
la patogenesi sembra che la mutazione di SF3B1 preceda quella di
JAK2 19, 11 quesito biologico se un solo clone o due distinte popo-
lazioni sostengano la proliferazione mieloide di questa malattia, che
costituisce un vero ibrido SMD/NMP, non ¢ completamente chia-
rito. Dal punto di vista terapeutico gli inibitori di JAK2 costituisco-
no a tutt'oggi un potenziale che necessita evidenza di efficacia.

Sindromi genetiche e SMD

Sebbene le SMD presentino in circa '80% dei casi il paradosso del-
la citopenia periferica in presenza di elevata cellularitd midollare,
un’ipoplasia midollare non preclude la diagnosi di SMD e si riscon-
tra in circa il 20% dei casi. Nel percorso diagnostico va considerata
un'eventuale sindrome genetica che predispone allo sviluppo di
SMD, non solo in eta pediatrica (Tabella 2).

Lo studio di queste condizioni ha permesso non soltanto di inquadra-
re adeguatamente la diagnosi delle SMD, ma anche di arricchire il ba-
gaglio di conoscenze sui geni coinvolti in processi critici per lo svilup-
po della insufficienza midollare e mielodisplasia. E interessante nota-
re che numerosi geni coinvolti in mutazioni germinali predisponenti




a SMD/LMA vanno anche incontro a mutazioni somatiche in sindro-
mi mielodisplastiche de novo, sottolineando I'importanza patogeneti-
ca dei meccanismi molecolari regolati da tali geni.

Sindrome di Shwachman

Sindrome di Li Fraumeni

Anemia di Fanconi

Neurofibromatosi

Sindrome di Nijmegen

Sindrome del Telomero

Tabella 2 — Sindromi genetiche con insufficienza midollare e predisposizione a SMD

Neutropenie congenite

Nonostante la prima descrizione si debba a Kostmann nel 1956, le co-
noscenze biologiche sulle neutropenie congenite hanno visto avanza-
menti determinanti nell'ultimo decennio ). Nella Tabella 3 vengo-
no riassunti i geni con mutazioni a oggi note che indirizzano la dia-
gnosi di neutropenia congenita. Ciascuna di queste SMD costituisce
una condizione preleucemica che frequentemente progredisce con
l'acquisizione di mutazioni del gene CSF3R ¢/o della monosomia 7.

GENE CROMOSOMA | MUTAZIONE FREQUENZA
ELANE 19p13.3 loss of function | 50-60%
WAS Xp11.4-p11.21 | gain of function | <1%

HAX1 1921.3 loss of function | 11-30%
GFI1 1p22 loss of function | <1%

G6PC3 17921.31 loss of function | <3%

Tabella 3 — Geni coinvolti in circa il 60% dei casi della condizione
preleucemica caratterizzata da neutropenia congenita severa
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Introduzione

La terapia delle sindromi mielodisplastiche (SMD) ¢ migliorata ne-
gli ultimi anni, anche se il trapianto di cellule staminali rimane
I'unico vero trattamento eradicante il clone displastico.

I nuovi farmaci quali la lenalidomide, i demetilanti e i ferrochelan-
ti, ormai approvati con differenti modalita dalle autorita regolato-
rie occidentali, consentono di rallentare la storia naturale della ma-
lattia e indurre un miglioramento della qualita di vita dei pazien-
ti non eleggibili per il trapianto (V. Molti fattori rendono difficile
individuare una linea terapeutica univoca e chiara per la maggior
parte dei casi. La causa principale ¢ 'aggregazione sotto la dizione
di SMD di entita differenti con prognosi e tendenza alla leucemiz-
zazione variabili ?).

La complessita di anomalie citogenetiche e molecolari correlate al-
la diagnosi di SMD non consente di individuare categorie a decor-
so univoco potenzialmente curabili con terapie selettive, con 'ec-
cezione del sottogruppo di pazienti affetti da sindrome del 5q- 34

Va inoltre considerato il fatto che le SMD sono malattie tipiche del-
l'anziano, come evidenziato anche dai dati real life della Rete Italia-
na dei Registri Regionali SMD riassunti nella Figura 1. Terapie ag-
gressive e in particolare il trapianto allogenico di cellule staminali so-
no in genere difficilmente utilizzabili. La presente rassegna conside-
ra gli strumenti terapeutici disponibili e cerca di identificare il loro
ruolo all'interno dei gruppi prognostici identificati dall fnternational
Prognostic Scoring System (IPSS) come a rischio basso (score basso e in-
termedio-1) oppure alto (score intermedio-2 e alto) ©). Lo score IPSS co-
stituisce ancora il riferimento per la scelta della strategia pit appro-
priata, pur essendo oggi superato da classificazioni pilt precise come
il WHO classification-based Prognostic Scoring System (WPSS) © o
il Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R) ). Negli
alti rischi IPSS (int-2 e alto), come emerge dalla Figura 2, vi ¢
un’elevata tendenza alla progressione leucemica e la terapia dovreb-
be perseguire I'obiettivo di modificare, se possibile, il decorso della
malattia, mentre nei bassi rischi risulta piu rilevante la correzione
dell'anemia e il miglioramento della qualita di vita.
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Figura I - Distribuzione della casistica dei 3229 casi della Rete Italiana dei Regi-
stri Regionali SMD per fasce di etiv. 1] 65% dei casi presenta un'etis media superiore
a 70 anni con un'eti mediana di 74 anni.

Figura 2 — Curve di leucemizzazione dei casi della Rete Italiana dei Registri Re-
gionali SMD in base al rischio IPSS. In ascisse il tempo espresso in mesi.
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Opzioni terapeutiche

Supporto trasfusionale

Lanemia ¢ la citopenia che piti frequentemente conduce alla diagno-
si della malattia e ha il maggiore impatto sulla qualita di vita dei pa-
zienti ®). Uno dei principali obiettivi della terapia di supporto ¢ per-
cid la correzione dell'anemia e la gestione dei sintomi ad essa correla-
ti. Il supporto trasfusionale ¢ quindi il cardine della terapia di suppor-
to *1% ¢ le trasfusioni di concentrati eritrocitari sono responsabili di
un'elevata quota di accessi ospedalieri V. Per molti pazienti il suppor-
to trasfusionale cronico ¢ un’esigenza difficilmente modificabile lega-
ta al proprio stato di malattia. A questo proposito va osservato come
I'impatto prognostico sfavorevole della dipendenza trasfusionale di-
mostrato da Cazzola et al 1 non sia probabilmente giustificato solo
dal fatto che i pazienti trasfusi, e quindi piti anemici, siano quelli con
malattia pili avanzata o pitt grave. Il ruolo prognostico negativo del-
la dipendenza trasfusionale ¢ infatti documentato anche allinterno dei
singoli score IPSS 1), Va considerato che i pazienti trasfusi, oltre a sof-
frire le conseguenze dell'ipossia legata al basso livello di Hb, devono
sopportare anche gli effetti collaterali del supporto trasfusionale stes-
s0. Le trastusioni ripetute si associano non tanto ai rischi infettivo e di
allo-immunizzazione, oggi ridotti al minimo, quanto ai danni d’orga-
no, soprattutto cardiaci, legati alle oscillazioni dei valori di Hb con fa-
si inevitabili di calo emoglobinico, ipossia tissutale, fatigue e alterazio-
ne della qualica di vita 101419),

A questo va aggiunto il sovraccarico marziale post-trasfusionale, che
puo essere clinicamente rilevante a livello cardiaco !7), Non vanno
infine trascurati la dipendenza nei confronti dell'ospedale e I'impegno
economico e organizzativo familiare e sociale richiesti dalla conduzio-
ne di un programma trasfusionale cronico %!V,

Nonostante, per le ragioni esposte, il supporto trasfusionale croni-
co debba essere considerato una scelta di puro supporto sovente, ¢
l'unico strumento disponibile a consentire un’accettabile qualita di
vita per il paziente. Il livello di Hb sotto cui non ¢ opportuno scen-
dere per tarare Ientita e la frequenza del supporto trasfusionale ¢ de-
finito in modo differenziato per i singoli pazienti, pur consideran-
do come cut off abitualmente adeguato un livello di Hb compreso
tragli 8 9 gr/dl ¥, Lindicazione alle trasfusioni rimane una scel-
ta basata in elevata misura su variabili individuali quali etd, le co-
morbidit e la tolleranza soggettiva dello stato di anemia con relati-
va influenza sulla qualita della vita (19,

Fattori di crescita

Fattori stimolanti I'eritropoiesi (ESAs)

Nei rischi IPSS basso/int-1 'obiettivo principale della terapia ¢ la ri-
duzione dell’'anemia e dei sintomi ad essa correlati. Come sopra evi-
denziato il supporto trasfusionale & gravato, oltre alle possibili reazio-
ni e al rischio di immunizzazione, dall’oscillazione dei valori di Hb nel
tempo, dal mantenimento di livelli di Hb non ottimali per garantire
una buona qualita di vita e soprattutto dagli effetti del sovraccarico
marziale. Gli ESAs (eritropoietina (EPO) ricombinante oL e {3 e dar-
bepoetina) possono contribuire ad innalzare i livelli di Hb, inducen-

do per periodi significativi un miglioramento delle qualita di vita dei
casi non ancora trasfusione-dipendenti e per alcuni pazienti trasfusio-
ne-dipendenti possono ridurre o anche abolire la dipendenza trasfu-
sionale 11920 Gli ESAs sono da considerare la terapia di prima li-
nea dell’'anemia della maggior parte dei casi a basso rischio. Pur non
avendo ancora risultati di ampi studi randomizzati (sono in corso due
trials randomizzati in doppio cieco, uno per EPO a e I'altro per la
darbepoetina), vi sono in letteratura numerose dimostrazioni dell’in-
cremento dei valori di Hb e/o riduzione o abolizione della dipenden-
7a trasfusionale, come riassunto in varie meta-analisi @1222%), T dati
degli studi di fase II disponibili non consentono di dimostrare la su-
periorita di una delle diverse molecole di ESAs sulle altre 2, cosi co-
me non sembrano emergere sicure differenze di risposta tra ESAs da
soli o associati ai fattori di crescita mieloidi G-CSF o GM-CSF %3,
Dosi settimanali di 40.000 UI di EPO a o di 30.000 UI di EPO f o
150 pg di darbopoetina costituiscono la dose standard di attacco del-
la terapia, anche se numerosi lavori suggeriscono che dosaggi pit ele-
vati (80.000 Ul e 60.000 UI di EPO a e f rispettivamente e 300 pg
di darbopoetina) possono indurre una percentuale superiore di rispo-
ste 2325), Non esistono dati certi sul dosaggio ottimale di attacco e al-
cuni studi suggeriscono anche buoni risultati con dosi non particolar-
mente alte in pazienti selezionati per la loro buona probabilita di ri-
sposta 9. La presenza di un basso numero di blasti midollari con ap-
partenenza a uno score IPSS basso o int-1 e uno scarso o assente fab-
bisogno trasfusionale sono fattori favorenti la risposta agli ESAs 2.
I gruppo nordico ha suggerito anni fa uno score predittivo di risposta
all’EPO + fattore di crescita granulocitario-macrofagico basato su un
fabbisogno trasfusionale superiore a 2 unita di emazie concentrate
mensili e valori di EPO endogena superiori a 500 UI/l 7}, con rispo-
ste del 74% per chi non possiede nessuno dei due fattori, del 23% per
chi ne possiede uno e del 7% per chi li presenta entrambi. Revisioni
pitt recenti di terapia con EPO o darbepoetina indipendentemente
dallassociazione con fattori di crescita granulocitaria confermano I'im-
portanza della bassa blastosi, del rischio IPSS basso o int-1, dell'indi-
pendenza trasfusionale e dei bassi livelli di EPO endogena a valori al
di sotto di 200 UI/l come predittori di risposta. La terapia con EPO
ha poco significato in chi si presenta con uno o pit di questi fattori
per l'elevata probabilita di fallimento %),

[ criteri universalmente accettati per valutare la risposta eritroide so-
no quelli proposti da Cheson et al %), caratterizzati da incremento di
1.5 gr/dl di Hb o da riduzione del supporto trasfusionale di almeno
4 unita nell’arco degli ultimi 2 mesi.

La durata minima della terapia iniziale prima di valutare la risposta ed
interrompere il trattamento per non risposta & in genere fissata a 8 set-
timane, ma parecchi casi possono rispondere ancora entro la dodice-
sima settimana. Sono stati anche descritti casi di risposta tardiva tra la
dodicesima e la ventiseiesima settimana ®?. Poiché la percentuale di
risposte molto tardive & comunque scarsa si considera ragionevole, in
caso di non risposta, non proseguire la terapia oltre la dodicesima set-
timana. Durante il trattamento con ESAs ¢ fondamentale prosegui-
re un attento monitoraggio dei valori di Hb per evitare che essa supe-
11 12 gr/dl con possibili rischi rombotici, come evidenziato nell’espe-




rienza dei pazienti nefropatici ®”). Lobiettivo della terapia di mante-
nimento ¢ proseguire a tempo indeterminato lo stimolo eritroide con
i dosaggi minori possibili di ESAs che consentano livelli di Hb oscil-
lanti tra 10 e 12 gr/dl senza superare i 12 gr/dl. La durata della rispo-
sta, nonostante un mantenimento adeguato, ¢ variabile e circa il 70%
delle recidive non ¢ dovuta a leucemizzazione, ma a semplice perdita
di sensibilita dei progenitori eritroblastici agli ESAs stessi %29,
Non vi sono studi randomizzati che dimostrino che i vantaggi sicuri
indotti dagli ESAs in termini di risposta eritroide e di qualita di vita
si trasformino anche in un vantaggio di sopravvivenza. Solo i due stu-
di randomizzati attualmente in corso potranno chiarire questo pun-
to, ma esistono analisi retrospettive suggestive per un allungamento
della sopravvivenza indotta dagli ESAs, particolarmente se si tratta di
pazienti non ancora trasfusione-dipendenti o con necessita di un de-
bole supporto trasfusionale inferiore a 2 unita di emazie concentrate
al mese BV,

E inoltre escluso un incremento della probabilita di leucemizzazione
a seguito del trattamento con ESAs. Musto et al. hanno inoltre evi-
denziato una migliore sopravvivenza dei casi responsivi agli ESAs ri-
spetto ai non responders anche in un piccolo gruppo di pazienti tutti
trasfusione-dipendenti ®%). Una recente indagine retrospettiva della
Rete Italiana dei Registri Regionali SMD suggerisce che il vero bene-
ficio in termini di sopravvivenza sia limitato ai casi non ancora trasfu-
sione dipendenti con valori di Hb oscillanti tra 8 ¢ 10 gr/dl ®%). Nei
pazienti con sindrome del 5g- a rischio basso/int-1 la percentuale ¢ la
durata di risposta al trattamento con ESAs sono inferiori rispetto agli
altri sottogruppi di SMD a basso rischio ®4). Lutilizzo degli ESAs pud
essere indicato in prima istanza in chi non ¢ ancora trasfusione-dipen-
dente, ma per i casi 5g- che hanno gia raggiunto la trasfusione dipen-
denza va considerata I'ottima probabilita di risposta alla lenalidomi-
de @), Le principali linee guida #3337 sono concordi nel consiglia-
re l'uso degli ESAs limitatamente ai casi a rischio IPSS basso o int-1
con eritropoietina serica non elevata e non ancora o scarsamente tra-
sfusione dipendenti. Sono indicate dosi settimanali sufficientemente
elevate (da 40.000 a 80.000 UI di EPO alfa, o da 30.000 a 60.000 di
EPO B, 0 da 150 a 300 pg di darbepoetina) per almeno 12 settima-
ne. La terapia potra essere sospesa dopo tale intervallo in caso di non
risposta, mentre nei responders proseguira fino a perdita della risposta
con l'indicazione a ridurre le dosi al minimo indispensabile a mante-

nere il livello di Hb tra 10 e 12 gr/dl.

Fattori stimolanti la piastrinopoiesi

Con I'eccezione dei casi in trasformazione blastica, il problema di una
piastrinopenia cosi grave da creare un rischio emorragico ¢ relativa-
mente poco frequente. Solo raramente, e nelle fasi piti avanzate di ma-
lattia, si richiede un ripetuto supporto trasfusionale piastrinico, che si
associa peraltro a scarsa efficacia per la facile insorgenza di sensibiliz-
zazione. Lattuale disponibilit di farmaci trombo-mimetici, quali ro-
miplostim ed eltrombopag approvati per il trattamento delle piastri-
nopenie croniche su base immunologica, suggerisce una loro utilita
anche nei casi di piastrinopenia grave da SMD e studi preliminari di
fase 2 con entrambe le molecole confermano questo possibile ruolo.

Terapia

La maggiore preoccupazione con il romiplostim ¢ il possibile stimo-
lo alla proliferazione blastica e il dubbio di accelerazione della fase di
leucemizzazione ®®. Un recente studio randomizzato in doppio cie-
co ha confermato Iefficacia del romiplostim sull'incremento delle pia-
strine e sulla riduzione delle emorragie, ma ¢ stato interrotto precoce-
mente per un aumento dei blasti circolanti @),

Un'analisi successiva non ha tuttavia confermato la facilitazione del-
la leucemizzazione e I'incremento dei blasti, quando presente, si ¢ ri-
velato transitorio con regressione alla sospensione del farmaco 4. Pi
sicuro sotto il profilo della possibile leucemizzazione si sta rivelando
l'eltrombopag, che sembra esercitare addirittura un effetto antileuce-
mico “Y. Sono al momento attivi numerosi studi con eltrombopag sia
in casi a score IPSS basso/int-1 con piastrine < 30 x 10%/1, sia in casi a
score int-2/alto in associazione a demetilanti. I risultati preliminari di
uno studio con eltrombopag per os a dosi tra 50 e 150 mg/die in pa-
zienti IPSS basso/int-1 sono incoraggianti 42 ed in uno studio di fa-
se I su pazienti ad alto rischio resistenti ai demetilanti sono state rag-
giunte dosi di 200 mg senza tossicita di grado 3 e 4 . 1l trattamen-
to con farmaci trombo-mimetici ¢ comunque ancora da riservare a
studi clinici controllati.

Ferrochelazione

Lomeostasi del ferro ¢ regolata principalmente a livello del suo assor-
bimento da parte degli enterociti. Poiché non esiste un meccanismo
efficace di escrezione, la quota in eccesso di ferro che si accumula a se-
guito del supporto trasfusionale esita in una perdita di equilibrio con
sovraccarico marziale a livello tissutale. Si calcola che ogni trasfusio-
ne comporti un apporto marziale di circa 250 mg di ferro con inca-
pacita del sistema reticoloendoteliale di stoccare quote globalmente
superiori a 10-15 gr circa.

II problema maggiore del sovraccarico marziale ¢ la presenza in circo-
lo e soprattutto a livello tissutale di ferro non legato alla transferrina
(frazione plasmatica labile) che ha importante attivita ossidante e pud
produrre danni tissutali a livello epatico e cardiaco, come documen-
tato nei pazienti talassemici.

Si ritiene che il sovraccarico marziale e i conseguenti danni miocardi-
ci possano incidere nel peggiorare la prognosi dei pazienti anziani con
SMD costretti a supporto trasfusionale cronico 44,

Lesperienza accumulata con i pazienti talassemici suggerisce I'utiliz-
zo di una terapia ferrochelante anche nei pazienti con SMD sottopo-
sti a terapia trasfusionale prolungata per cui l'attesa di vita non sia gia
inficiata da trasformazione leucemica in atto o imminente 4,

Pur attendendo ancora i risultati dello studio TELESTO, che & ['uni-
co studio prospettico randomizzato di confronto placebo-deferasirox
disegnato per evidenziare un beneficio di sopravvivenza, la maggior
parte delle linee guida considera gia l'utilita di una ferrochelazione nei
pazienti a rischio basso/int-1 sottoposti a ritmo trasfusionale prolun-
gato 37, Questa indicazione si basa sui risultati positivi della tera-
pia con deferasirox nel sottogruppo di pazienti con SMD dello studio
EPIC 9 e di altri studi di fase IT condotti sempre con deferasirox 474,
Il monitoraggio del sovraccarico marziale e la definizione del momen-
to di inizio del trattamento ferrochelante si basa nella pratica clinica




sul calcolo delle trasfusioni effettuate e sul dosaggio della ferritina se-
rica, che pur essendo un marker impreciso ¢ di facile esecuzione. Per
quanto esistano strumenti molto pitt validi per monitorare 'accumu-
lo marziale tissutale, quali la biopsia epatica, la risonanza magnetica
cardiaca o la SQUID (Superconducting Quantum Interference Device),
essi sono poco accessibili nella real life per motivi di complessita tec-
nica o di rischio clinico. La maggior parte delle linee guida individua
un livello di 1000 pg/l di ferritina e un numero di trasfusioni superio-
1i a 20 come indicatori di sovraccarico marziale, tali da far prendere in
considerazione la terapia ferrochelante ®5-37).

Il deferasirox ¢ il ferrochelante piti adatto al trattamento dei pazien-
ti mielodisplastici.

La deferoxamina ha infatti il difetto di non essere disponibile per som-
ministrazione orale e di necessitare, per espletare un'accettabile attivi-
ta ferrochelante, della somministrazione sottocutanea prolungata
con conseguenti problemi di compliance nei pazienti anziani. Il defe-
riprone oltre a richiedere pil somministrazioni giornaliere pud presen-
tare il rischio di granulocitopentia, effetto collaterale di rilievo nei pa-
zienti mielodisplastici gia gravati da emopoiesi inefficace. Uno studio
retrospettivo di paragone tra 65 casi trattati con deferasirox e 48 con
deferiprone, pur con tutti i limiti del confronto non randomizzato,
presenta risultati a favore del deferasirox ®9. Il deferasirox ha tuttavia
il difetto di una possibile tossicita renale e di non essere adatto a pa-
zienti con innalzamento della creatinina serica. Pu inoltre presenta-
re un'incidenza di disturbi gastroenterici che nei soggetti anziani mie-
lodisplastici ¢ nettamente pili elevata di quanto si riscontra nei talas-
semici 47, Si consiglia di non iniziare il trattamento con dosi supe-
riori a 10 mg/kg/die per poi salire successivamente a dosaggi di 20-30
mg/kg/die se tollerate 3%, Sono inoltre stati pubblicati i suggerimen-
ti di un panel di esperti per controllare gli eventuali effetti collaterali
gastroenterici V. Una chiara indicazione al trattamento ferrochelan-
te & quella relativa ai pazienti ancora relativamente giovani che posso-
no essere indirizzati al trapianto allogenico. E infatti ben dimostrato
l'impatto prognostico sfavorevole del sovraccarico marziale ai fini del-
la riuscita del trapianto 2. Il trattamento con deferasirox, oltre alla ri-
duzione della ferritinemia e al correlato miglioramento delle transami-
nasi 64799 induce in una percentuale di circa il 20% di pazienti mie-
lodisplastici una risposta ematologica con riduzione e anche abolizio-
ne del supporto trasfusionale 484%53), Tl meccanismo attraverso cui il
deferasirox agisce favorendo I'emopoiesi normale & sconosciuto. Tra le
possibili spiegazioni vi ¢ la riduzione del danno da Reactive Oxigen Spe-
cies (ROS) sul DNA come risultato della riduzione del ferro libero, ma
sono stati ipotizzati anche altri meccanismi diretti indipendenti dalla
ferrochelazione, come un’inibizione specifica dellNF-kB 4,

Terapia immunosoppressiva

La terapia immunosoppressiva con siero antilinfocitario (SAL) &
ben codificata nel trattamento dell'anemia aplastica, ma la componen-
te di patogenesi immunologica ¢ assai meno evidente nelle SMD.

Cid nonostante I'associazione delle SMD con malattie autoimmuni
e alcune anormalita immunologiche hanno suggerito nel tempo
I'impiego della terapia immunosoppressiva anche nelle SMD. Alcu-

ni studi di fase I su pochi casi hanno evidenziato percentuali limita-
te di risposta in subset particolari di pazienti con SAL = ciclosporina
e pitl recentemente con alemtuzumab %, Oltre alle forme di SMD
ipocellulari, che possono essere considerate borderline con 'anemia
aplastica, vi ¢ una certa probabilita di risposta in alcuni casi a IPSS
basso o intermedio-1 nelle fasi precoci di diagnosi.

[ lavori iniziali del National Institute of Health (NIH) di Bethesda han-
no individuato nell'antigene HLA-DR15 un marcatore predittivo di
risposta a SAL e/o ciclosporina ©%), Gli stessi autori hanno identifica-
to come predittori di risposta accanto allHLA-DR15 anche l'eta gio-
vanile e una breve durata della dipendenza trasfusionale ©7. In
un‘analisi retrospettiva del’NIH ¢ emersa una risposta del 24% a SAL
+ ciclosporina, influenzata favorevolmente da etd < 60 anni e score
IPSS basso/int-1, con migliore sopravvivenza e ridotta leucemizzazio-
ne rispetto a casi gestiti con sola terapia di supporto ). Esiste inol-
tre uno studio randomizzato europeo tra 45 casi trattati con 15 mg/kg
di SAL di cavallo per 5 giorni + ciclosporina per 180 giorni contro 48
casi trattati con terapia di supporto ). Pur evidenziando pilt rispo-
ste nel braccio trattato con terapia immunosopressiva, non sono pe-
rd emersi vantaggi di sopravvivenza o differenze di leucemizzazione.
In questo studio il midollo ipoplastico si ¢ rivelato predittore di rispo-
sta. Lutilizzo della terapia immunosoppressiva rimane un argomen-
to controverso. Sono anche in corso studi con alemtuzumab e i pri-
mi risultati presentati sono ancora preliminari e richiedono ulteriori
conferme. La terapia immunosoppressiva con SAL + ciclosporina ri-
sulta in sintesi ancora di incerta efficacia e dovrebbe essere riservata
prevalentemente a studi clinici o limitata a pazienti con eta < 60 an-
ni, score IPSS non elevato, blasti midollari < 5%, midollo ipoplastico
ed eventuale HLA-DR15 6537),

Terapia immunomodulante

Attualmente lenalidomide viene utilizzata nella terapia delle SMD.
La lenalidomide, analogo piti potente e meno tossico della talidomi-
de, dotata in test preclinici di importanti effetti immunomodulatori,
anti-inflammatori e anti-angiogenetici ) ha rivelato nel primo stu-
dio clinico di fase IT un’inattesa efficacia nelle SMD, con particolare
riferimento al gruppo con anomalia 5q-, al cui interno ¢ stata ottenu-
ta una risposta globale dell'83% con il 75% di risposte citogenetiche
complete . Questa prima osservazione & stata subito seguita da un
secondo studio di fase II limitato a 148 casi a rischio IPSS basso/int-
1 trasfusione-dipendenti e tutti con anomalia 5g-. Questi pazienti so-
no stati trattati con lenalidomide 10 mg per 21 giorni ogni 4 settima-
ne o in continuazione. E stata confermata una risposta nel 76% con
raggiungimento di indipendenza trasfusionale nel 67% dei casi. Inol-
tre tra gli 85 casi valutabili per risposta citogenetica ¢ stato conferma-
to alla 24° settimana il 45% di risposte citogenetiche complete e il
28% di risposte citogenetiche parziali . Va inoltre osservato che tra
le risposte citogenetiche solo il 74% dei casi aveva anomalia 5g- iso-
lata e la rimanente parte presentava anche anomalie citogenetiche ag-
giuntive. Lo studio randomizzato successivo, sempre nei casi a rischio
basso/int-1 trasfusione-dipendenti, ha confrontato in doppio cieco la
lenalidomide somministrata ogni 28 giorni alla dose di 10 mg/die per




21 giorni contro la dose di 5 mg/die per 28 giorni contro placebo. La
miglior risposta in termini di indipendenza trasfusionale e soprattut-
to di risposta citogenetica (50% vs. 25% vs. 0%) ¢ stata ottenuta con
la somministrazione di 10 mg/die per 21 giorni ogni 28 ©9). In tutti
gli studi la tossicita piti rilevante ¢ stata quella ematologica, ma il ri-
schio di trombosi venose profonde non ¢ risultato totalmente irrile-
vante. La preoccupazione maggiore emersa da queste esperienze ¢ sta-
ta unincidenza di leucemizzazione attorno al 25% a 3 anni ©%), ma va
osservato che i pazienti erano tutti gia trasfusione-dipendenti e alme-
no Y dei casi si presentava con anomalie citogenetiche plurime oltre
alla delezione 5q. Un'analisi retrospettiva del gruppo francese ha pa-
ragonato 95 casi 5¢- trattati con lenalidomide con altri 99 analoghi
per caratteristiche cliniche e citogenetiche e non ha evidenziato nes-
suna tendenza superiore alla leucemizzazione indotta dal farmaco 7).
Il rischio di trasformazione leucemica ¢ del resto insito nella SMD con
anomalia 5¢-, particolarmente se associata ad altre alterazioni del ca-
riotipo. In un gruppo di pazienti con anomalia 5q- trattati con lena-
lidomide i pazienti con associata mutazione TP53 hanno rivelato una
ridotta probabilita di risposta citogenetica completa e un'aumentata
incidenza di trasformazione leucemica ). Il meccanismo di azione
della lenalidomide nei casi 5q- ¢ ancora in gran parte da chiarire, ma
pare ormai evidente un'inibizione selettiva dei cloni 5q- ©?). Assai me-
no interessanti sono i risultati della lenalidomide nelle forme a rischio
basso/int-1 non 5g- o nei casi a rischio alto gia tendenti alla trasfor-
mazione leucemica . Sulla base delle evidenze attuali le linee guida
raccomandano ['uso della lenalidomide nei casi con anomalia 5¢- a

score IPSS basso/int-1 trasfusioni dipendenti 35-37),

Terapia demetilante

Gli agenti ipometilanti 5-azacitidina (AZA) e decitabina costituisco-
no uno strumento importante per la terapia delle SMD, ma il loro
impiego deve essere ancora ottimizzato in percorsi terapeutici se-
quenziali integrati. Le terapie convenzionali volte a distruggere il
clone mutato, quali la polichemioterapia, hanno ben poche proba-
bilita di ottenere remissioni durature nelle SMD senza successivo
trapianto allogenico.

Nei pazienti con SMD in fase di trasformazione blastica la chemiote-
rapia convenzionale ¢ infatt poco efficace per la resistenza del clone
mielodisplastico ed ¢ gravata, se usata a dosi classiche, da una tossici-
ta abitualmente inaccettabile per pazienti anziani e con comorbidita.
Gli agenti ipometilanti, in virtli della scarsa tossicita anche in sogget-
ti anziani, si inseriscono in questo scenario come uno strumento che,
oltre a funzionare per eradicare il clone mutato, stimola un processo
differenziante con conseguente miglioramento del quadro ematologi-
co periferico e midollare, potenziale sospensione del supporto trasfu-
sionale, miglioramento della qualita di vita e freno della fase di leuce-
mizzazione "7, In considerazione dellimportanza della metilazione di
molti geni regolatori della differenziazione e proliferazione nella pato-
genesi delle SMD, gli agenti demetiland, con il loro inserimento nel
DNA come analoghi pirimidinici che inibiscono la metilazione del
DNA, riescono a favorire la differenziazione cellulare e 'apoptosi e a
inibire la proliferazione 7). Sono farmaci indicati nelle forme di

Terapia

SMD a IPSS int-2/alto a piti facile evoluzione verso la fase di leuce-
mizzazione. Dopo la comparsa di dati preliminari di efficacia del-
'AZA nelle SMD, il primo importante studio randomizzato di 5-aza-
citidina alla dose di 75 mg/mq per 7 giorni ogni 28 contro terapia di
supporto fu condotto dal CALGB su SMD con differenti rischi IPSS.
La risposta fu 60% vs. 5% (p<0.001) ¢ il tempo mediano alla leuce-
mizzazione 21 mesi vs. 13 (p<0.007), ma non fu possibile evidenzia-
re una differenza di sopravvivenza significativa per un’elevata percen-
tuale di cross-over al’ AZA dei casi entrati nel braccio di controllo 72,
Lanalisi successiva di tre differenti studi CALGB su 309 casi trattati
con AZA tutti alla dose di 75 mg/mq per 7 giorni ogni 28 ha confer-
mato ['utilita dell’AZA nei casi di SMD al alto rischio . Un succes-
sivo studio internazionale multicentrico ha paragonato, in SMD a ri-
schio int-2/alto, AZA alle dosi abituali di 75 mg/mq per 7 giorni ogni
28 contro trattamento convenzionale (solo supporto, ara-c a basse do-
si 0 chemioterapia intensiva sulla base delle scelte prestabilite dal centro).
In questo caso non era consentito il cross-over ed ¢ stato possibile di-
mostrare un vantaggio del’AZA non solo in termini di risposta e leu-
cemizzazione, ma anche nella mediana di sopravvivenza a 2 anni con
valori rispettivamente di 50% vs 26% (p<0.0001) 74, Una sottoana-
lisi dello stesso studio su 113 casi di AREB-t secondo la classificazio-
ne FAB, ha confermato un beneficio di sopravvivenza anche limita-
tamente a questo sottogruppo di pazienti 7). Un’analisi retrospetti-
va del gruppo francese ha dimostrato, su un ampio numero di casi
trattati con una blastosi midollare > 15%, che un precedente tratta-
mento con ara-c e un cariotipo anomalo sono predittori di cattiva ri-
sposta allAZA (76, Nello stesso lavoro un performance status =2, una
citogenetica sfavorevole, la presenza di blasti circolant e un intenso sup-
porto trasfusionale sono fattori prognostici sfavorevoli per la sopravvi-
venza. Lesperienza accumulata negli anni, sia all interno degli studi clini-
ci controllati, sia nella pratica clinica corrente, ha evidenziato che:
* per valutarne il beneficio ¢ utile attendere 3-4 cicli;
» anche il solo miglioramento ematologico indotto dalla terapia puod
essere utile a prolungare la sopravvivenza;
* linterruzione del trattamento, anche nei casi a risposta migliore,
comporta la recidiva di quasi tutti i casi;
* i casi resistenti hanno in genere prognosi peggiore 7).
Anche per la decitabina vi sono dati favorevoli di risposta, analoghi a
quelli del’AZA, ma i risultati dello studio randomizzato di decitabi-
na contro migliore terapia di supporto non hanno consentito al mo-
mento di dimostrare una superiorita in termini di sopravvivenza %)
Per questo motivo la decitabina non ¢ ancora stata approvata per un
uso clinico routinario dall’autorita regolatoria europea.
Non sono allo stesso modo utili i dati a favore dell'uso dei demetilan-
ti nelle fasce di rischio IPSS basso/int-1, dove gli ESAs sono conside-
rati i farmaci di prima scelta. Pur non essendoci studi randomizzati
di fase I1I che supportino un’evidenza per I'impiego di AZA in que-
sto subset di pazienti, vi sono dati derivanti da studi di fase II che sug-
geriscono una buona risposta all’ AZA nei pazienti non-5q- con sco-
re int-1/basso divenuti resistenti agli ESAs e ormai trasfusione dipen-
denti 7?89, La maggior parte delle linee guida raccomanda l'uso del-
'AZA come terapia di scelta dei casi a rischio int-2/alto non candi-




dabili a trapianto allogenico per etd o comorbidita ®537, Limpiego
dei demetilanti, come preparatorio al trapianto allogenico o come
mantenimento in fasi post-trapianto, ¢ tuttora oggetto di studi, co-
st come il loro impiego in associazione ad altri farmaci potenzialmen-

te attivi nelle SMD quali la lenalidomide ®1),

Chemioterapia

* La chemioterapia di induzione secondo gli schemi aplastizzanti
usati nelle leucemie acute ¢ stata utilizzata nelle AREB-2 e nelle for-
me in trasformazione classificate come AREB-t secondo la vecchia di-
zione FAB. I risultati sono tuttavia deludenti rispetto alle leucemie
acute all’esordio e nella maggior parte dei casi sono schemi poco tol-
lerati per I'etd avanzata dei pazienti e le eventuali comorbidita. Nel-
lo studio internazionale di confronto tra AZA e terapia convenziona-
le, (AZA001) 'AZA non ¢ stata inferiore alla terapia convenzionale
neanche nel sottogruppo in cui quest'ultima era una vera chemiote-
rapia aplastizzante 747, Nel complesso non vi sono indicazioni al-
la polichemioterapia, ad eccezione dei pazienti giovani da indirizza-
re al trapianto in cui ¢ da discutere il suo impiego per ridurre la per-
centuale di blasti e affrontare il trapianto in condizioni di remissio-
ne completa o ridotta blastosi. La chemioterapia conserva ovviamen-
te il suo ruolo nelle fasi di trasformazione blastica terminale, ma con
funzione prevalente di contenimento, vista la scarsissima possibilita
di ottenere vere remissioni complete.

Negli anni passati, nei rischi intermedio-2 o alto ¢ stato ampiamen-
te usato uno schema di contenimento della blastosi con ara-c a bas-
se dosi sottocute per 2 o 3 settimane al mese. Un confronto rando-
mizzato tra ara-c 10 mg/mq al di sottocute per 21 giorni paragona-
to a terapia di supporto, nonostante differenti percentuali di rispo-
sta, non ha documentato una superiorita dell’ara-c a basse dosi in
termini di sopravvivenza o di progressione in leucemia acuta 2.
D’altro canto anche laggiunta dii GM-CSF o interleukina-3 non ha
consentito di migliorare gli stessi modesti risultati dell’ara-c da solo

83, Le basse dosi di ara-c non sono percio piti consigliabili nei pa-
zienti con SMD ad alto rischio 49,

Trapianto di cellule staminali

II trapianto allogenico ¢ considerato, sulla base di numerosi studi
prospettici e retrospettivi, ['unico approccio terapeutico in grado
di guarire i pazienti con SMD. Il problema principale ¢ la morta-
lita trapianto correlata e la difficolta ad essere usato senza elevata
tossicitd in una popolazione anziana. Una delle prime ampie ana-
lisi retrospettive di casi sottoposti a trapianto allogenico mieloabla-
tivo da consanguineo ha dimostrato, nonostante 'elevata inciden-
za di mortalita correlata al trapianto, un dato di disease free survi-
val a 3 anni del 40% con influenza negativa dell’eta avanzata e del
numero di blasti presenti al momento del trapianto ®%. Un piit re-
cente lavoro europeo ha confrontato in modo non randomizzato
nei pazienti in remissione dopo chemioterapia convenzionale
I'evoluzione di chi aveva a disposizione un donatore famigliare con
chi ¢ stato consolidato con chemioterapia o trapianto autologo. La
sopravvivenza a 4 anni ¢ risultata significativamente superiore per

chi disponeva di un donatore, con un vantaggio tuttavia limitato
ai casi con score IPSS int-2/alto e assenza di vantaggio nei casi con
score basso/int-1. Tra i pazienti che non potevano essere avviati al
trapianto allogenico non ¢ emersa nessuna differenza tra chemio-
terapia convenzionale di consolidamento e autotrapianto 9.
Sulla base di questo e altri dati, il trapianto autologo non ha al
momento nessuna indicazione particolare. Il ruolo e le modalica di
gestione del trapianto allogenico nelle SMD sono oggi oggetto di
ampio dibattito. Uno studio retrospettivo, con tutti i limiti del
confronto non randomizzato, suggerisce che trattare con tra-
pianto allogenico i pazienti fi# ad alto rischio con eta tra 60 e 70
anni induce un vantaggio di sopravvivenza rispetto a una terapia
convenzionale con azacitidina #%. Levoluzione della tecnica di
trapianto, caratterizzato oggi da un miglior controllo della grafi
versus host disease (GVHD) e delle complicanze infettive, dall'im-
piego delle cellule staminali periferiche, da una minore tossicita
del trapianto unrelated e conseguente maggiore disponibilita di
donatori, consente questa procedura anche oltre i 60 anni eta. |
quesiti pit rilevanti che rimangono aperti sono:
* chi e in quale fase della malattia sia candidabile

con beneficio al trapianto allogenico;
* se sia opportuno indurre una remissione prima

di avviare il paziente a trapianto;
* quale sia il miglior regime di condizionamento;
* se sia utile una terapia di mantenimento post trapianto.
Non esistono purtroppo risposte sicure a questi quesiti che siano
basate sull’evidenza di studi randomizzati.
Circa il primo punto si ¢ fatto per anni riferimento a un lavoro
dell TBMDR che consigliava, sulla base di un’analisi probabilisti-
ca su dati retrospettivi, di candidare al trapianto al momento del-
la diagnosi i rischi int-2/alti e di posporre il trapianto alla progres-
sione nei casi a rischio basso/int-1 in cui potrebbero esserci rischi
da terapia superiori a quelli indotti dalla malattia stessa 7).
La variazione nel tempo della mortalita trapianto-correlata, la
maggiore facilita a trovare donatori compatibili e 'importanza da-
ta alle condizioni del paziente, tra cui eta e comorbidita %), ren-
dono ragione della complessita del dibattito e dell’assenza di rego-
le fisse che non siano modulate sulle caratteristiche dei singoli pa-

zienti 8991

). Per quanto riguarda il secondo quesito & noto che una
persistenza di blasti midollari al momento del trapianto ¢ un in-
dicatore estremamente sfavorevole #>92) ma & anche da conside-
rare il rischio della chemioterapia pre-trapianto che, oltre ad ave-
re scarsa efficacia, pud compromettere le condizioni di pazienti
non pilt giovani ai fini del successivo trapianto. Lefficacia degli
agenti demetilanti nell'indurre miglioramenti ematologici e anche
vere remissioni con scarsa tossicita rende possibile I'ipotesi di un
loro utilizzo al posto della chemioterapia convenzionale nella fa-
se pre-trapianto. Questa strategia si ¢ rivelata fattibile e sicura in
varie esperienze prospettiche o retrospettive ©399,

La risposta preventiva ai demetilanti sembra inoltre essere un fat-
tore positivo per il successivo trapianto allogenico %, Sempre da
un confronto retrospettivo non randomizzato emergerebbe un




vantaggio di una terapia di debulkyng con azacitidina rispetto a quel-
la convenzionale con chemioterapia ). Il reale ruolo della terapia
con demetilanti pre-trapianto rimane tuttavia da dimostrare in stu-
di prospettici randomizzati. Per quanto riguarda il tipo di condizio-
namento ¢ evidente nella popolazione anziana il vantaggio di con-
dizionamenti a ridotta intensita. Rimane tuttavia da stabilire se sche-
mi non mieloablativi siano sufficienti a produrre i vantaggi che sa-
rebbero insiti nell'esecuzione del trapianto. Una recente indagine re-
trospettiva dellEBMT su leucemie acute e SMD con blasti midol-
lari < 10% ha confermato, come atteso, uno svantaggio precoce per
tossicita del condizionamento mieloablativo e una maggiore inci-
denza di recidive nel condizionamento non mieloablativo.

Dati a lungo termine di survival e progression free survival non
sembrano a favore del trapianto non mieloablativo, mentre sem-
brerebbero adeguati i condizionamenti a intensita ridotta interme-
dia 7. Una risposta sicura su questo tema potrebbe venire solo da
uno studio internazionale che confronti regimi a intensita ridot-
ta intermedia verso schemi mieloablativi. Cultimo punto in di-
scussione ¢ particolarmente attuale se si tiene conto della possibi-
lita di effettuare un mantenimento con demetilanti dopo il tra-
pianto allogenico.

[ dati dello studio RELAZA sembrano confermare efficacia di un
mantenimento con azacitidina. In un gruppo di pazienti in remis-
sione post-trapianto, ma con chimerismo sulle CD34+ < 80%
l'azacitidina ha infatti indotto un miglioramento del chimerismo
e un probabile ritardo della recidiva ©®. Il ruolo positivo di un
mantenimento post-allogenico con azacitidina non sarebbe solo
giustificato dal suo effetto demetilante, ma anche dall'induzione di
un’espansione della popolazione T regolatoria (Tregs) con possibi-
le incremento della graft versus leukemia senza concomitante peg-
gioramento della GHVD ),

Strategia terapeutica generale

La strategia terapeutica dipende dalla valutazione dei fattori pro-
gnostici legati sia al tipo di malattia che a variabili paziente-corre-
late. La modulazione e personalizzazione del trattamento si basa-
no sui seguenti cardini: la diagnosi WHO ), la valutazione del ca-
riotipo e il conseguente calcolo dello score di rischio IPSS @), I'eta,
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Introduzione

Le sindromi mielodisplastiche (SMD) sono neoplasie eterogenee con
complicanze e prognosi variabili. Gli effetti delle citopenie periferi-
che, tra cui prevalgono le conseguenze dell'anemia, e I'impatto dei
trattamenti (trasfusione-dipendenza, fattori di crescita, terapie ipo-
metilanti, trapianto allogenico e terapie sperimentali) contribuisco-
no alle variazioni della qualita di vita (QoL) dei pazienti.

La maggior parte dei pazienti ¢ anziana con scarsa probabilita di gua-
rigione. La valutazione della QoL nella pratica clinica quotidiana ¢
indispensabile per ottenere informazioni sull'impatto della malattia
e dei trattamenti. Nell'ambito della ricerca clinica, in situazioni in cui
esistono pilt opzioni di trattamento con esito di sopravvivenza simi-
le 0 se una nuova strategia terapeutica deve essere valutata, I'inclusio-
ne della QoL come end-point & in grado di fornire ulteriori dati di ef-
ficacia e di tossicita.

Lattuale articolo affrontera la complessita della QoL legata alla alle
SMD. Concetti noti e utilita della misurazione della QoL nella quo-
tidianita verranno discussi.

Concetto di Qol.

La QoL ¢ un parametro multidimensionale complesso che rappre-
senta la percezione globale del paziente del suo stato di salute, del-
Pimpatto della malattia da cui ¢ affetto e dei suoi trattamenti (2.
Il suo quadro teorico ¢ in gran parte basato su una prospettiva
multidimensionale della salute e del benessere secondo la defini-
zione dell’OMS della salute (1947, 1948): “stato di completo be-
nessere fisico, mentale e sociale e non meramente I'assenza di ma-
lattia e infermitd”. Ci sono tre componenti fondamentali nel con-
cetto della QoL: multidimensionalita, soggettivita e variabilita.

Una misura della QoL comprende vari aspetti, quali il funziona-
mento fisico, psicologico e sociale del soggetto. La QoL ¢ conside-
rata personale e deriva dal soggetto umano. Sebbene la QoL ven-
ga ancora oggi considerata un endpoint debole negli studi clinici,
la soggettivita non dovrebbe mai essere confusa con la mancanza
di validita. Infatti, uno strumento appropriato di misura della
QoL puo garantire la raccolta di dati sostanziali che possono essere

analizzati con tanta fiducia come un valore ematochimico. Un’al-
tra caratteristica importante della QoL ¢ la sua variabilita nel tem-
po. Pud cambiare in diversi punti temporali della malattia e du-
rante il trattamento, associata ad un cambiamento della malattia
stessa, all’efficacia o agli eventi avversi dei trattamenti.

Patient reported outcomes (PROs)

PROs, gli esiti riportati dai pazienti, ¢ un termine generico che
comprende una serie di parametri relativi allo stato di salute
del paziente e alla percezione degli effetti collaterali del tratta-
mento 35,

PROs rappresentano una misura basata su una valutazione che
proviene direttamente dal paziente sul suo stato di condizione,
senza essere influenzata da parte di un medico o di chiunque altro
(Guidance for Industry su OPR US Food and Drug Administration,
FDA, 2009) ©). Le valutazioni di PROs introducono la prospetti-
va del paziente nel processo clinico attraverso strumenti standar-
dizzati che sono utilizzati dal paziente, non da un clinico o un ri-
cercatore. L uso di uno strumento per PROs ¢ dunque consiglia-
to quando si misura un concetto che ¢ meglio conosciuto dal pa-
ziente o meglio misurato dalla prospettiva del paziente.

PROs comprendono la QoL, sintomi, soddisfazione e 'aderenza
ai trattamenti e tutte le altre valutazioni del trattamento o il risul-
tato ottenuto direttamente dai pazienti 7). Misurano direttamen-
te le percezioni delle variazioni della malattia e degli effetti del
trattamento che per il paziente sono spesso i risultati di maggiore
importanza, rispetto alla sopravvivenza e ai marcatori biochimici
o strumentali della malattia (Fig. 1) (17,

In uno studio osservazionale in pazienti affetti da SMD, la perce-
zione soggettiva del benessere fisico del paziente ¢ risultata ben di-
versa dal parametro obiettivo del performance status (ECOG)
conferito dall'ematologo (Fig. 2) V. 1l rischio di un rilievo
obiettivo che non corrisponda alla realta soggettiva del paziente
potrebbe tradursi in decisioni mediche errate, per esempio I'inclu-
sione di un paziente in una sperimentazione clinica in cui un
buon performance status rappresenta un criterio di inclusione.
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Figura 1 — Un modello dictomo per la valutazione dei risultati di un trattamento nei pazienti affetti da neoplasie ematologiche.
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Figura 2 — La distribuzione dei punteggi di QoL fisica (questionario QoL-E) nei pazgienti A) con ECOG PS = 0; B) con ECOG PS = I; e C) con ECOG PS = 2.

ziente o da un suo caregiver. Esempi sono 'edema e il rossore, 'in-

Sintomi
12,13) grossamento dei linfonodi, la perdita di peso, e l'ittero.

I sintomi comprendono un’importante categoria dei PROs (1213,
Un sintomo ¢ una manifestazione personale e soggettiva della ma-

lattia, della condizione di salute, o dell’effetto correlato al tratta-
mento che puo essere notato, riconosciuto, misurato e riferito so-
lo da parte del paziente. Esempi di sintomi sono dolore, stanchez-
za, perdita di appetito, ecc. Invece, un segno ¢ una manifestazione
oggettiva della malattia, della condizione di salute, o dell’effetto
correlato al trattamento che viene osservato e interpretato da un
medico o paramedico, ma pud essere notato e segnalato da un pa-

Misurazione della QoL

La QoL ¢ valutata da strumenti, spesso questionari (14-16). In linea
di massima, esistono due tipi principali di strumenti di QoL, noti co-
me generico (o generale) e malattia-specifico.

Strumenti generici della QoL
Sono progettati per misurare la QoL su una vasta gamma di stati

52




di malattia e delle popolazioni. Essi coprono un'ampia sfaccettatu-
ra di funzionamento giornaliero (fisico, sociale, psicologico), di di-
sabilita e di disagio che sono rilevanti per la QoL di un individuo
7)1l principale inconveniente dei questionari della QoL generici
¢ che i problemi che sono specificamente comuni al gruppo di pa-
zienti in studio spesso non vengano identificati, nonostante la loro
importanza.

Strumenti malattia-specifici della QoL

Sono progettati per 'uso in una specifica popolazione o in uno spe-
cifico stato di malattia, e focalizzano aree di particolare interesse per
i soggetti in esame. Una risposta robusta a cambiamenti piccoli, ma
clinicamente importanti, rende lo strumento specifico di malattia

particolarmente utile quando si misurano gli effetti degli interventi
medici sulla QoL (19,

Indici e profili della QoL

Un'altra classificazione degli strumenti QoL si basa sulla considera-
zione se lo strumento produce un punteggio complessivo singolo (in-
dice) o punteggi per i vari componenti della QoL (profili). I profili
generano un punteggio individuale per ciascuna delle aree (domini)
della QoL che sono valutati dallo strumento, da cui si trae il vantag-
gio di avere punteggi per i diversi aspetti della QoL singolarmente,
in modo che gli effetti specifici possono essere rilevati. In realt, i pro-
fili dovrebbero essere considerati come ['attributo piti importante per
la scelta degli strumenti della QoL generici. Lapplicazione degli in-
dici della QoL ¢ limitato agli studi clinici e alle misure di utilita ge-
neralmente favorite dagli economisti sanitari nella valutazione del va-
lore costo/beneficio degli interventi sanitari, mentre sono poco infor-
mativi nella pratica clinica quotidiana. I principali usi di tali scale so-
no allinterno dei processi decisionali e per I'allocazione delle risorse.
Il vantaggio principale dellutilizzo di indici ¢ la loro idoneita per de-
terminare il costo di un dato trattamento per unita di guadagno in
qualita di vita. Si raccomanda di utilizzare strumenti standardizzati
auto-somministrati (da parte del paziente) e con adeguate proprieta.
Proprieta psicometriche per le quali lo strumento deve essere valuta-
to includono l'affidabilitd, la validitd, e la risposta (ciog, sensibilita ai
cambiamenti clinicamente significativi nel corso del tempo). Laffi-
dabilita ¢ una misura del grado di riproducibilita, cio¢ della consi-
stenza e stabilita dello strumento. Lo strumento ¢ valido se misura
cid che pretende di misurare. Lo strumento ¢ responsivo se ¢ in gra-
do di rilevare accuratamente le modifiche o le differenze di una gran-
dezza che sono considerati importanti '), Questi cambiamenti po-
trebbero essere dovuti alla malattia di base o al trattamento farmaco-
logico. Pertanto, lo strumento deve essere sensibile a cambiamenti
piccoli ma clinicamente importanti per fornire informazioni utili per
il processo decisionale clinico.

Strumenti per la misurazione
della Qol. nelle SMD

Per la QoL dei pazienti affetti da SMD esiste uno strumento speci-
fico denominato QoL-E che raccoglie informazioni sul funziona-
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mento fisico e sociale, sulla fatigue e su alcuni disturbi specifici del-
le SMD @9, Gli strumenti generici piti frequentemente adoperati so-
no European Organization for Research and Treatment of Cancer
Quality of Life Core Questionnaire-C30 (EORTC QLQ-C30) e The
Functional Assessment of Cancer Therapy — Anaemia (FACT-An) 2,
QoL-E ¢ I'unico questionario malattia-specifico per la misurazione
della QoL nei pazienti affetti da SMD % Lo strumento & composto
da 2 singole domande relative alla percezione generale di benessere;
4 domande nel profilo fisico, 3 nel funzionale, 4 nel sociale, e 2 nel
profilo sessuale; 7 domande nel profilo della fazigue e 7 domande nel
profilo malattia-specifico. Ad ogni domanda corrispondono delle op-
zioni di risposta a scala di atteggiamento di tipo Likert®?.

Lindice della QoL generale deriva dalla somma di tutti i profili,
escluso quello malattia-specifico, e I'indice globale somma tutti i pro-
fili. Un indice legato al trattamento deriva dalla somma dei profili fi-
sico, funzionale e SMD-specifico.

I questionario viene valutato con una scala standardizzata con una
gamma possibile di punteggi da 0 a 100. Un punteggio pitr alto in-
dica una migliore salute per quel dominio. Il dominio SMD-speci-
fico comprende domande relative ai disturbi legati alla dispnea, alla
trasfusione-dipendenza, al trattamento, e alla dipendenza dalla
struttura e dal personale ospedaliero.

QoL-E ¢ stato incluso e validato in numerose sperimentazioni clini-
che in pazienti affetti da SMD, contribuendo all’aumento delle co-
noscenze dell'impatto della malattia e del suo trattamento sulla QoL
(11,236) Le sottoscale correlano con la trasfusione-dipendenza e con
i livelli i emoglobina. E disponibile in 5 lingue europee (italiano, in-
glese, francese, tedesco e bulgaro).

LCEORTC QLQ-C30 ¢ uno strumento generico di PROs sviluppa-
to dall'Organizzazione Europea per la Ricerca e Cura del Cancro per
la misurazione della QoL nei pazienti oncologici arruolati in studi
clinici @, E composto da 30 domande comprese in 5 scale funzio-
nali (fisico, emotivo, sociale, ruolo e cognitivo); tre scale di sintomi
(affaticamento, nausea/vomito, dolore); una serie di domande singo-
le sulla dispnea, I'insonnia, la perdita di appetito, la costipazione, la
diarrea, le difficolta finanziarie); e 2 elementi per valutare la salute
globale e la QoL complessiva.

La maggior parte delle opzioni di risposte sono poste su una scala
di 4 punti da 1 (per niente) a 4 (molto), chiedendo fino a che pun-
to il paziente aveva provato I'elemento durante I'ultima settimana.
LEORTC QLQ-C30 ¢ disponibile in 30 lingue europee. E stato
ampiamente testato nelle sperimentazioni cliniche e, pertanto, pud
fornire dati comparativi. E perd carente di un profilo SMD-speci-
fico. La scala Functional Assessment of Cancer Therapy — General
(FACT-G) ¢ uno strumento generico per la valutazione del funzio-
namento dei pazienti oncologici sottoposti a terapia antineoplastica
(FACIT) con elevati coefficienti di affidabilita e validita 8.
Lultima versione 4 ¢ composta da un totale di 27 elementi in scale
Likert con un punteggio di 0-4, dove 0 rappresenta “per niente” e 4
“molto”. Gli elementi sono raggruppati in profili: fisico (7 elemen-
ti), emotivo (6 elementi), sociale/familiare (7 elementi) e funziona-

le (7 elementi). FACT-G ¢ disponibile in 26 lingue europee. E stato




ampiamente testato nelle sperimentazioni cliniche e, pertanto, pud
fornire dati comparativi. Manca un profilo SMD-specifico.

FACT -An ¢ un questionario di 55 elementi costituito da FACT- G
con, in aggiunta, un profilo di anemia composto da 21 element,
FACT -An, che copre la fatigue e sintomi correlati all’'anemia (diffi-
colta di deambulazione, vertigini, cefalea, dispnea, dolore toracico,
mancanza di interesse per Iattivita sessuale, mancanza di motivazio-
ne per le normali attivita) ®3%). La scala & correlata ai livelli di emo-
globina in pazienti sottoposti a trattamento antineoplastico ed ¢ sta-
ta applicata per la valutazione dei cambiamenti della QoL nei pazien-
ti sottoposti a trattamento per I'anemia di SMD @, Sebbene sia
stato ampiamente testato nelle sperimentazioni cliniche ed ¢ dispo-
nibile in diverse lingue, il profilo ¢ stato creato per la valutazione del-
la QoL nei pazienti oncologici con anemia cancro-correlata o indotta
dal trattamento, ben diversa dall’'anemia cronica delle SMD ©9,

Decorso clinico della SMD e (oL

Le SMD sono patologie prevalentemente dell’eta adulta avanzata in
cui la QoL ¢ gia di per sé deteriorata dalle comparsa o aggravamen-
to di comorbidita. La cronicita della patologia stessa, la paura della
trasformazione in leucemia acuta mieloide, la mutabilita delle carat-
teristiche fisiche proprie del paziente e le complicanze legate alle ci-
topenie periferiche pitt 0 meno marcate e spesso ingravescenti, con-
tribuiscono a rendere singolare la QoL del paziente mielodisplastico.
In uno studio osservazionale di pazienti seguiti per 18 mesi dalla dia-
gnosi di SMD, ¢ stato rilevato che oltre all'anemia, anche le comor-
bilita, secondo I'indice di Charlson, rappresentano un fattore predit-
tivo indipendente di tutti le dimensioni della QoL, comorbilitd mul-
tiple essendo associate ad un QoL pilt scaduta V). Leffetto dell’eta &
risultato rilevante sulla QoL fisica secondo lo strumento QoL-E (eta
pilt giovane predice dei punteggi migliori).

Qol. e Anemia

Durante il corso della SMD, circa il 90 % dei pazienti presenta ane-
mia che influisce negativamente sulla QoL, indipendentemente dal
rischio prognostico ¥>39), Nei pazienti a rischio IPSS basso-interme-
dio, la fatigue non ¢ prevalente al momento della diagnosi. In questi
pazienti, i livelli di Hb sono il piti importante predittore indipenden-
te della QoL, i valori pit1 alti essendo significativamente associati con
migliori punteggi della QoL V). Per la maggior parte dei casi con
anemia severa, la terapia di supporto, soprattutto le trasfusioni di
emazie, rimane 'opzione terapeutica principale. Per tali pazienti con
prognosi migliore (una sopravvivenza pilt lunga), la trasfusione-di-
pendenza puo durare per diversi anni. In questa particolare popola-
zione di pazienti, la trasfusione - dipendenza di per sé ha un effetto
indipendente sulla QoL - non dimostrato in ambiente oncologico -
come conseguenza della procedura trasfusionale stessa (fluttuazione
dell'Hb, sulla dipendenza alle strutture sanitarie, Iattesa della dispo-
nibilicd dell'emoderivato compatibile, ecc.) e per 'anemia cronica e
progressiva associata ®. Secondo il questionario QoL-E, le trasfusio-
ni si associano ad una peggiore QoL fisica, funzionale, e sociale, con
maggiori disturbi SMD-correlati.

QoL e Piastrinopenia

Nelle SMD la QoL puo essere deteriorata dalla piastrinopenia come
citopenia SMD-correlata o indotta dal trattamento concomitante 7,
Sebbene non sia una condizione prevalente, il rischio emorragico
conseguente alla piastrinopenia severa incide sull'emotivita del pa-
ziente, induce paura per il pericolo di vita associato, limitazioni fun-
zionali, e disturbi legati agli eventi emorragici acuti o cronici e agli
inestetismi cutanei (petecchie, ematomi). Lunico trattamento dispo-
nibile per la piastrinopenia severa e le sue complicanze ¢ la trasfusio-
ne di piastrine che induce un effetto terapeutico breve (1-5 giorni )
e lo sviluppo di refrattarieta alla trasfusione piastrinica.

Le informazioni riguardo I'impatto della piastrinopenia sulla QoL so-
no limitate. In uno studio prospettico randomizzato per valutare l'ef-
ficacia di eltrombopag per la piastrinopenia delle SMD a basso ri-
schio, la QoL dei pazienti con conta piastrinica < 30000/mmc (pia-

strinopenia severa) ¢ risultata compromessa nei domini fisico, funzio-
nale e sociale (Fig. 3) %9,

QoL e Neutropenia

La neutropenia grave pud essere complicata da infezioni croniche o
acute che possono richiedere terapia antimicrobica, fattori di cresci-
ta ¢/o il ricovero in ambiente ospedaliero. Oltre alla paura dell’even-
to infettivo, il paziente neutropenico ¢ spesso costretto all'isolamen-
to sociale. Le limitazioni sociali, funzionali ed emotive derivanti so-
no deducibili ma non sono state riportate in letteratura.

Qol legata ai trattamenti

Non vi ¢ tutt’ora consenso sul regime trasfusionale ottimale nei pa-
zienti con SMD trasfusione-dipendenti. La soglia individuale ide-
almente deve tener conto del danno organico dell’anemia cronica,
ma anche della preservazione di una QoL accettabile. In uno stu-
dio trasversale, la soglia di emoglobina di 10,7 g/dl distingueva pa-
zienti con rimodellamento cardiaco (con rischio cardiovascolare) e
con scarsa QoL fisica, suggerendo di considerare questo valore co-
me soglia ottimale nel percorso terapeutico dell’anemia SMD-cor-
relata 23:38),

Per i pazienti con SMD a pitt basso rischio, il trattamento con
agenti eritropoietici a dosi adeguate puo indurre delle risposte eri-
troidi fino al 70% dei casi. Il miglioramento dell'anemia ¢ stato
ampiamente associato ad un miglioramento della QoL#432:33:38.39),
Recentemente, sono stati determinati gli effetti del farmaco immu-
nomodulatore, lenalidomide, sulla QoL nei pazienti con SMD a
basso e medio rischio con del5q.

In uno studio randomizzato, i pazienti trattati percepivano un mi-
glioramento della QoL, misurata come un aumento > 7 punti nel
punteggio del questionario Fact- An ®% . In uno studio aperto a
braccio singolo, i pazienti che ottenevano una risposta eritroide ri-
portavano incrementi di > 10 punti della QoL-E nei profili della
QoL fisica, funzionale e sociale %),

Nei pazienti con un elevato rischio IPSS, 'endpoint primario del
trattamento ¢ la sopravvivenza, sebbene sia necessario tener conto
di PROs come guida alla scelta del trattamento. Anche se il tra-
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Figura 3 — Punteggi di QoL (questionario QoL-E) in 23 pazienti affetti da SMD a rischio IPSS basso/Int-1 con piastringpenia severa.

pianto allogenico di midollo osseo & I'unico trattamento curativo,
solo una minoranza di pazienti ¢ candidabile a causa dell’etd
avanzata, delle patologie concomitanti e della disponibilita di un
donatore compatibile. Negli ultimi dieci anni, gli agenti ipometi-
lanti, soprattutto I'azacitidina, sono stati collocati in prima linea
per i pazienti a pilt elevato rischio. E stato dimostrato che nei pa-
zienti rispondenti questi farmaci non solo prolungano la sopravvi-
venza, ma inducono anche risposte eritroidi e sostengono/miglio-
rano la QoL anche nei pazienti pitt anziani 4041,

Gli eventi avversi dei trattamenti devono essere misurati non solo
con parametri obiettivi ma soprattutto con parametri soggettivi.
Un esempio ¢ I'evento vomito, la severita del quale viene comune-
mente misurata nell'ambito della ricerca clinica secondo i criteri
Common Toxicity Criteria for Adverse Events: grado 1 & definito co-
me 1-2 conati e il grado successivo come 3-5 conati di vomito nel-
le 24 ore. Il disturbo recato dal vomito in tale 7ange potrebbe esse-
re percepito come severo dal paziente, il quale ha malessere e limi-
tazioni funzionali nella sua vita quotidiana, tali da portare al rifiu-
to del trattamento.
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