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Editoriale

Giorgio Lambertenghi Deliliers
Fondazione Matarelli - Milano

Nell'ambito delle emopatie neoplastiche il mieloma multiplo
¢ forse la patologia che pilt di altre ha beneficiato della sco-
perta di farmaci innovativi che, sebbene non risolutivi in ter-
mini di guarigione, hanno migliorato la qualita nonché
aumentato significativamente la durata di vita dei pazienti.
In questo primo numero dell’annata 2015 Ematologia
Oncologica.it vuole fare il punto sui piti recenti risultati della
ricerca clinica, partendo anzitutto da una revisione dei mec-
canismi patogenetici della malattia, la cui conoscenza ¢ alla
base dei nuovi protocolli terapeutici.

Nello sviluppo del mieloma multiplo, dalla ggmmopatia mo-
noclonale di incerto significato e/o dalla fase smoldering, si
susseguono numerosi e complicati eventi che interessano sia
il clone plasmacellulare che il microambiente midollare. Tra
questi in particolare: - le lesioni genetiche, eterogenee, acqui-
site attraverso percorsi non lineari nella progressione della ma-
lattia; - le complesse interazioni nella nicchia midollare tra
cellule mielomatose, osteoblasti, osteoclasti e componenti del
sistema immunitario, mediate dall'iperproduzione di cito-
chine e fattori di crescita; - le alterazioni del rimodellamento
osseo; - il processo di neoangiogenesi midollare. Questa ete-
rogeneitd biologica spiega anche la variabilita clinica, nonché
la difficolta di identificare parametri di laboratorio e clinici
con un ruolo prognostico definito. Infatti la maggior parte dei
fattori ancora adottati dalla pratica clinica non ha piti un ruolo
predittivo dopo I'introduzione dei nuovi farmaci. I dati relativi
al significato delle anomalie cromosomiche sono contrastanti,
tranne quando ¢ presente la del(17p); solo I'insufficienza re-
nale e la presenza di malattia extramidollare sembrano aver
un impatto negativo sulla sopravvivenza.

Il motivo della scarsa affidabilita prognostica di molti fattori,
sia clinici che biologici, ¢ dovuto alla persistenza di cellule
mielomatose clonali residue nei pazienti che hanno raggiunto

una remissione completa dopo chemioterapia e/o trapianto
di cellule staminali. Da qui il tentativo di dilazionare la pro-
gressione della malattia con una terapia continuativa, cosi da
ridurre le probabilita di recidiva. Mentre i tentativi del recente
passato basati su una chemioterapia di mantenimento hanno
fallito nel migliorare la sopravvivenza, 'avvento dei nuovi far-
maci, disponibili anche nella formulazione orale, ha signifi-
cativamente incrementato |'aspettativa di vita nei pazienti sia
glovani che anziani.

Bortezomib, talidomide e lenalidomide sono entrati di diritto
anche nell’autotrapianto di cellule staminali, oggi considerato
lo standard terapeutico per pazienti di nuova diagnosi di eta
inferiore a 65 anni. Lefficacia della loro associazione con il
desametasone nella fase di induzione ¢ ormai supportata da
un’ampia esperienza clinica. Mentre nella terapia di manteni-
mento consentono di mantenere piti a lungo la risposta cli-
nica, il loro ruolo nel consolidamento attende di essere
validato da studi prospettici.

Lutilizzo dei nuovi farmaci richiede un’attenta valutazione
del loro profilo di tossicitd, in relazione alle caratteristiche
biologiche e cliniche del paziente. La conoscenza della possi-
bile insorgenza di complicanze ematologiche e non ematolo-
giche ¢ indispensabile al fine di prevenirle o quanto meno di
affrontarle con tempestivita. Tra queste in particolare: la neu-
tropenia che richiede una copertura antibiotica, soprattutto
nei pazienti anziani con comorbidita polmonari o metaboli-
che; la neuropatia che deve essere attentamente monitorata;
la trombosi venosa che impone una profilassi sulla base dei
fattori di rischio dei singoli pazienti. Tuttavia in caso di eventi
avversi un’appropriata riduzione del dosaggio farmacologico
¢ spesso in grado di evitare la sospensione delle nuove mole-
cole, considerate oggi le migliori per il trattamento del mie-
loma multiplo.







Patogenesi

Nicola Guuliani, Federica Costa, Paola Stortt,
Marina Bolzoni, Benedetta Dalla Palma

Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale, Universitit degli Studi di Parma e Azienda Ospedaliero-Universitaria di Parma

Introduzione

Il mieloma multiplo (MM) ¢ una gammapatia monoclonale carat-
terizzata dall’accumulo a livello del midollo osseo di elementi pla-
smacellulari clonali, in grado di sopravvivere ed espandersi
attraverso la stretta interdipendenza con il microambiente midol-
lare circostante 2. Da un punto di vista patogenetico, e talora
anche clinico, la presenza di una gammapatia monoclonale indo-
lente o asintomatica, quale la gammapatia monoclonale d’incerto
significato (MGUS) o il MM smoldering (SMM), contraddistingue
la fase d’esordio della forma maligna del MM sintomatico®.
Quest’ultimo deriva pertanto da un processo di progressione neo-
plastica, dovuto ad eventi molecolari sequenziali che interessano il
clone plasmacellulare, ed alterazioni del microambiente, che, a loro
volta, supportano la crescita e la progressione neoplastica®®.

Nello sviluppo del MM sono coinvolte numerose alterazioni cro-
mosomiche e molecolari, con interessamento prevalente della re-
gione 14932, sito dei geni codificanti per le catene pesanti delle
immunoglobuline (Ig), della regione 13q14 e anomalie come
l'iperdiploidia®?. Mutazioni coinvolgenti i pathway del fattore nu-
cleare kB (NF-kB), di RAS, MYC e p53 sono considerate eventi
pitt tardivi nello sviluppo e progressione del MM®* (Figura 1).
Recentemente ¢ emerso come gia nelle fasi d’esordio della malattia
quale la MGUS, la progressione delle gammapatie monoclonali
possa essere dovuta ad un meccanismo di selezione clonale, indotto
dal microambiente, fra piti cloni pre-esistenti tra i quali prevale
quello che acquisisce mutazioni favorevoli per crescere nel micro-
ambiente midollare. Attraverso questo meccanismo emergereb-
bero, nel corso della storia naturale della malattia, i cloni che hanno
acquisito alterazioni in grado di conferire maggiore adattabilita e
resistenza ai farmaci. In particolare, I'eterogeneita intraclonale delle
myeloma-propagating cells (MPC) sta emergendo come possibile
meccanismo patogenetico di sviluppo iniziale del MM® (Figura 1).
A questo proposito si usano le definizioni di MPC e/o dii MM can-
cer stem cells (CSC), che incorporano il concetto di auto-rinnova-

mento e la capacita di sostenere il clone mielomatoso, il quale ¢ in

grado di acquisire successivi eventi genetici che possono portare
alla progressione della malattia e alla recidiva”. Nella patogenesi
del MM, accanto agli eventi molecolari che interessano il clone
plasmacellulare, giocano un ruolo determinante le alterazioni del
microambiente quali, in particolare, I'iperproduzione di citochine,
lo switch angiogenico, 'immunosoppressione e le alterazioni del
rimodellamento osseo, che distinguono il MM in fase sintomatica
dalle forme indolenti, quali la MGUS e il SMM®.

Patogenesi molecolare

Biologia della plasmacellula e trasformazione
neoplastica

Alla base della trasformazione neoplastica e dello sviluppo del
MM vi sono eventi mutazionali che interessano la plasmacellula
(PC)®. Da un punto di vista fisiologico, come ¢ noto, dopo il
riarrangiamento dei geni delle Ig, i linfociti B, precursori delle
PC, lasciano il midollo osseo come cellule B vergini. Queste ultime,
successivamente all'incontro con antigeni affini, vengono attivate
e migrano verso il centro germinativo del linfonodo, all'interno
del quale solo le cellule B che esprimono un recettore funzionale
vanno incontro a maturazione ¥, Questo processo richiede che il
DNA, che codifica le regioni iper-variabili della catena pesante
del locus delle Ig (IgH), subisca una mutazione iper-somatica
(SHM) per produrre anticorpi altamente specifici . La funzio-
nalita di questi anticorpi ¢ aumentata dalla class switch recombi-
nation (CSR), che produce diversi isotipi d’anticorpo. In
particolare, sia 'SHM che la CSR richiedono I'espressione del-
lenzima activation-induced deaminase (AID) e sono mediati dalla
generazione di doppie rotture nel filamento di DNA (DSB) nei
loci delle Ig ©. Sebbene le DSB AID-indotte siano per lo pit ri-
parate localmente, esse possono essere unite ad altre DSB che si
verificano altrove nel genoma. Cio si traduce in traslocazioni cro-
mosomiche aberranti, uno dei tratti molecolari distintivi del MM.
Le traslocazioni derivate da una singola DSB hanno una frequenza
di 0,4-1% e si stima che fino a 1.000 cellule per giorno possano




generare una traslocazione anomala, alcune delle quali potrebbero
causare una de-regolazione di oncogeni”. Queste traslocazioni av-
vengono preferenzialmente in geni attivamente trascritti, noti
come hot-spot di ricombinazione®®. Tuttavia, la gamma di traslo-
cazioni CSR-indotta nel MM ¢ limitata: cid potrebbe significare
che tali traslocazioni avvengano preferenzialmente tra geni con al-
cune relazioni spaziali e/o che solo un sottoinsieme di queste tra-
slocazioni causi effetti biologici vantaggiosi per la cellula. Le DSB

AID-indotte possono anche portare a mutazioni in geni al di fuori
dei loci Ig, anche se con una frequenza inferiore“®. Quindi, le
rare mutazioni aberranti e le traslocazioni che sono in grado di
spingere la PC verso una successiva espansione clonale possono
essere il risultato di un processo fisiologico normale. Questi riar-
rangiamenti sono in genere tollerati perché, nella maggior parte
dei casi, migliorano la funzione immunitaria e, di conseguenza,
la capacita di riprodurre e trasmettere i geni alla generazione suc-
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Figura 1 — Meccanismi coinvolti nella generazione delle plasmacellule e patogenesi molecolare del mieloma. Linstabiliti genomica alla base del differenziamento fisiologico
delle plasmacellule puo produrre delle alterazioni geniche che portano al fenotipo della cellula di mieloma multiplo (MM). Inizialmente, la cellula de-regolata appartiene al
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uno schema non lineare, che la porta ad espandersi e ad evolvere attraverso le fasi di mieloma smoldering (SMM), di MM sintomatico ed infine di MM extra-midollare.




cessiva, ma possono essere anche alla base degli eventi iniziali del-
I'espansione clonale delle PC “®. A questo proposito, non ¢& sor-
prendente che in pitt del 3% degli individui di eta superiore ai 60
anni sia presente un’espansione clonale di PC sotto forma di
MGUS ©@. Un’altra delle fasi cruciali nello sviluppo di una PC
normale ¢ la generazione di anticorpi. Al centro di questo processo
vi ¢ la capacita di queste cellule di differenziare da centroblasti,

che si trovano all’interno del centro germinativo, a PC mature a

Patogenesi

lunga sopravvivenza, che secernono anticorpi nel midollo osseo “.
Questo processo di differenziazione richiede I'arresto del ciclo cel-
lulare, la compattazione della cromatina ed il silenziamento delle
funzioni cellulari che sono inutili per la produzione di anticorpi,
contemporaneamente all’accensione dei parhway necessari per la
produzione e la secrezione degli anticorpi. La de-regolazione di
questa rete coordinata di numerosi geni e vie di segnale potrebbe
portare alla trasformazione maligna® (Figura 2).
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Figura 2 — Interazione tra la cellula di mieloma e la cellula stromale midollare: principali pathway de-regolati nella cellula di mieloma. Nel midollo osseo, linterazione,
attraverso [espressione di molecole di adesione, tra le cellule di mieloma multiplo (MM) e le cellule stromali midollari (BMSC) induce un'over-produzione di citochine e fattor:
solubili nel microambiente, con ruolo paracrino ed autocrino, che supportano la sopravvivenza e la proliferazione delle cellule di MM. Numerosi pathway, tra cui PI3KIAKT,
MEKIMAPK, JAKISTAT ¢ NF-kB, vengono attivati nella cellula di MM, sia costitutivamente che dal network citochinico. Abbreviazioni: reticolo endoplasmatico (ER);
a proliferation-inducing ligand (APRIL); B-cell activating factor (BAFE); B-cell maturation antigen (BCMA); hepatocyte growth factor (HGE); intercellular adhesion molecule
(ICAM); insulin-like growth factor (IGF); interleuchina (IL); lymphocyte function-associated antigen (LFA); trasforming growth factor (TGF); tumor necrosis factor (TNF);
vascular cell adhesion molecule (VCAM); vascular endothelial growth factor (VEGE); very late antigen (VLA).




1 differenziamento delle PC normali ¢ controllato da diversi fattori
di trascrizione. Linterferon regulatory factor (IRF)-4 down-regola B-
cell lymphoma protein 6 (BCL-6), con conseguente up-regolazione
della B lymphocyte-induced maturation protein (BLIMP)-1, che a sua
volta porta alla down-regolazione di paired box gene (PAX)-5 e 'up-
regolazione della X box-binding protein (XBP)-1919., Lespressione di
IRF4, BLIMP1 e XBP1 ¢ necessaria per la sopravvivenza delle PC.
Inoltre, XBP1 ¢ un fattore di trascrizione fondamentale nelle fasi finali
dello sviluppo delle PC ®1%. Questo fattore ¢ regolato da inositol-re-
quiring enzyme (IRE)-1a,, un sensore chiave per lo unfolded protein
response (UPR) e lo stress del reticolo endoplasmatico ' (Figura 1).
Dopo aver terminato il differenziamento, le PC migrano verso il mi-
dollo osseo, dove vanno incontro rapidamente ad apoptosi, subito
dopo la cessazione della risposta del sistema immunitario, oppure
possono andare a risiedere in nicchie specializzate dove sopravvivono
per molti anni come PC che forniscono la memoria sierologica .
La competizione per I'accesso alla nicchia nel midollo osseo sembra essere
importante per il mantenimento a lungo termine della risposta immu-
nitaria, cosi come per l'immortalizzazione delle PC anormali 1. Lo
studio dei meccanismi alla base dell'interazione fra le MPC e la nic-

chia midollare ¢ fondamentale per la comprensione dello sviluppo

del MM.

Architettura genica e mielomagenesi

Il genoma del MM ¢ noto essere complesso a livello citogenetico 1%
e molte delle lesioni genetiche che portano a questa patologia sono
state definite negli ultimi anni; fra queste: variabilita ereditaria, tra-
slocazioni, anomalie del copy number, mutazioni, stato di metilazione
¢ anomalie dei microRNA (miRNA). Limpatto patogenetico di tali
eventi ¢ quello di modificare il comportamento delle MPC, con con-
seguente progressione dalla MGUS al MM. Uno studio recente ha
suggerito che tutti i casi di MM passano da un punto di vista pato-
genetico attraverso una fase di MGUS ®4. Pertanto, quando si con-
sidera I'architettura genica alla base dello sviluppo del MM, ¢
importante considerare fattori che possono portare la PC normale
ad acquisire le caratteristiche molecolari delle PC di MGUS. La va-
riabilita genetica ereditaria pud predisporre allo sviluppo dii MGUS !4
¢ nota infatti una doppia probabilita di sviluppare MGUS per i
membri di famiglie con conosciuta storia clinica di gammapatia mo-
noclonale ™. In passato, sono stati utilizzati approcci epidemiologici
molecolari per individuare i fattori genici precoci che portano allo
sviluppo del MM. Sono stati evidenziati i tre loci genici sulle regioni
cromosomiche 2p, 3p e 7p ed, in particolare, le coppie di geni
DNMT3A e DTNB (su 2p), ULK4 e TRAKI (su 3p), e DNAH11
e CDCAT7L (su 7p) "9. Lo studio delle traslocazioni cromosomiche
che sono generate da CSR aberranti mostrano che vari oncogeni,
quali la ciclina D1 (CCND1), CCND3, il recettore per il fattore di
crescita dei fibroblasti-3 (FGFR3), multiple myeloma SET domain
(MMSET), MAF e MAFB, sono posti sotto il controllo dei forti

enhancer dei loci Ig, con conseguente de-regolazione dei primi 7.

Lalterazione dell'espressione delle cicline del gruppo D ¢ stata riportata
nelle traslocazioni CRS-indotte t(11;14) e t(6;14) ed, in particolare,
sono colpite la CCND1 e CCND3, rispettivamente (7. E nota, inol-
tre, un'up-regolazione di questo gruppo di cicline associata alla tra-
slocazione t(14;16), in cui MAF up-regola CCND2 legandosi
direttamente al suo promotore !®. Questa ciclina viene up-regolata
anche nei casi di MM con la traslocazione t(4;14), in cui i geni
FGFR3 ¢ MMSET sono traslocati dalla porzione cromosomica
4p16.3 alla regione degli enhancer delle IgH 7. Questi eventi portano
alla de-regolazione della transizione G1/S del ciclo cellulare della PC
(Figura 2). Altre traslocazioni a carico del locus IgH, sono state ri-
portate nel MM, ma contrariamente agli eventi guidati dalla CSR, le
traslocazioni CSR-indipendenti tendono a verificarsi tardivamente
nella progressione della malattia ™. Il gene che & in genere deregolato
da tali eventi ¢ MYC®. Recent risultati di sequenziamento dell'intero
genoma hanno dimostrato che possono verificarsi traslocazioni che
non coinvolgono i loci IgH e delle catene leggere delle IgE, che co-
stituiscono un importante meccanismo che porta all’alterazione di
geni non ancora totalmente studiati 2.

Le delezioni e le amplificazioni di regioni del DNA, con conseguente
alterazione del capy number, sono eventi comuni nel MM. Lalta fre-
quenza e la ricorrenza delle delezioni focali e della perdita di eterozi-
gosi (LOH) suggerisce che le regioni eliminate contengano dei geni
oncosopressori e che costituiscano degli eventi fondamentali nello
(13,14,20,21

sviluppo e nella progressione del MM . Esempi di geni on-

cosoppressori coinvolti comprendono family with sequence similarity
46, member C (FAM46C), exosome endoribonuclease (DIS3), cylin-
dromatosis (CYLD), baculoviral 1AP repeat-containing protein 2
(BIRC2, noto anche come cIAP1), BIRC3 e tumor necrosis factor re-
ceptor-associated factor 3 (TRAF3) 122029, L a de-regolazione della tran-
sizione G1/S del ciclo cellulare, conseguente all’over-espressione di
una ciclina del gruppo D, ¢ un'anomalia molecolare precoce chiave
nel MM. D’altro canto, ¢ fondamentale anche la perdita di regolatori
negativi del ciclo cellulare come la down-regolazione dii CDKN2C
dovuta alla perdita della regione cromosomica 1p32 9 e 'inattivazione
di CDKN2A per mezzo della metilazione di regioni del DNA @
Inoltre, I'inattivazione del gene retinoblastoma 1 (RB1), puo verificarsi
come conseguenza della perdita della regione cromosomica 13, che &
riportata nel 58% dei casi di MM “*. Altre importanti regioni di
LOH includono 11q (il sito dei geni BIRC2 e BIRC3), 16q (il sito di
CYLD) e 14q32 (il sito di TRAF3) '»). Tutti questi geni sono coin-
volti nei parhway di NF-kB, importanti nella patogenesi e nella pro-
gressione del MM (Figura 2). Laltra classe principale di anomalie
geniche ricorrenti che si riscontra nel MM ¢ I'iperdiploidia, che ¢ as-
sociata all'aumento di copie dei cromosomi dispari, compresi 3, 5, 7,
9,11, 15, 19 € 21“. Infine, l'ultima categoria di alterazioni geniche

del copy number comprende I'amplificazione di regioni cromosomiche,




con il conseguente aumento dell'espressione genica di oncogeni coin-
volti nella progressione del MM. Un classico esempio di queste ano-
malie ¢ I'amplificazione della regione cromosomica 1q, che ospita
numerosi oncogeni potenzialmente rilevanti per esempio, CDC28
proteina chinasi 1B (CKS1B), acid leucine-rich nuclear phosphoprotein
32 family, member E (ANP32E), BCL-9 e PDZ domain containing 1
(PDZK1) @, Inoltre amplificazioni della regione cromosomica come
'amplificazione di NIK (noto anche come MAP3K14), di TACI
(noto anche come TNFRSF13B) e del lymphotoxin receptor (LIBR)
possono attivare le vie di NF-kB @V,

La presenza di mutazioni geniche ricorrenti nel MM ¢ stata recente-
mente identificata utilizzando strategie di whole genome sequencing.
La maggior parte delle mutazioni ricorrenti ricadono in oncogeni
noti; tuttavia, sono stati identificati alcuni nuovi geni, ad esempio
FAM46C nel 13% dei casi e DIS3 nell'11% "**. Queste osservazioni
sono coerenti con 'ipotesi per cui risulta patogeneticamente importante
la de-regolazione di diversi pathway, piuttosto che la de-regolazione di
un gene specifico. Ad esempio, I'alta frequenza di mutazioni nella via
extracellular-signal-regulated kinases (ERK) (NRAS nel 24% dei casi,
KRAS nel 27% dei casi e BRAF nel 4% dei casi) indica che il pathway
¢ cruciale per la progressione del MM “ (Figura 2). Tuttavia, ¢ interes-
sante come, anche per importanti oncogeni come NRAS o KRAS, sia
possibile identificare una variazione delle dimensioni della popolazione
clonale che porta la mutazione, indicando pertanto la presenza di ete-
rogeneitd intraclonale .

Recentemente ¢ stato confermato che 'oncosoppressore FAM46C ¢
ricorrentemente inattivato nel MM, e si associa con il sottogruppo
iperdiploide dei pazienti con MM . Inoltre, sono stati descritti
come nuovi candidati onco-soppressori i geni SP140 ¢ lymphotoxin
beta (LTB), colpiti da mutazioni inattivanti ricorrenti. Un altro gene
frequentemente mutato ed inattivato ¢ early growth response 1 (EGR1)
che fisiologicamente codifica per una proteina che agisce a valle del
pathway JUN, attivando un meccanismo di apoptosi nelle cellule di
MM attraverso la down-regolazione di survivina e l'aumento delle
caspasi ®. Fra gli eventi molecolari che caratterizzano in particolare
le fasi avanzate dello sviluppo del MM troviamo le delezioni mono-
alleliche o le mutazioni del gene oncosoppressore p53 localizzato sul
cromosoma 17 (17p13), che si verificano nell'8% dei casi alla dia-
gnosi, e nel 20-40% nelle fasi avanzate, con un impatto prognostico
sfavorevole @¥. Recentemente, sono state descritte alterazioni di
miRNA che interessano il pathway di p53, fra cui, in particolare, il
miR-192, la cui down-regolazione potrebbe essere coinvolta nella per-

7). Diversi studi

dita di funzione di p53 e nella progressione del MM ¢
hanno suggerito che i miRNA abbiano un ruolo sia nel normale svi-
luppo delle PC che nella patogenesi del MM®”. In particolare,
Tespressione del cluster di miRNA miR-17-92 (che si trova sul cro-
mosoma 13) varia durante la progressione da MGUS a MM *7.

Un'up-regolazione specifica dei miR-32 e miR-17 ¢ stata dimostrata
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nei pazienti con MM ma non nelle MGUS o nelle PC normali 7. T
geni che codificano per miRNA possono essere alterati dalla metila-
zione del DNA, da alterazioni del copy number ¢ da mutazioni, seb-
bene la rilevanza di tali anomalie nella patogenesi del MM sia ancora
poco conosciuta. Si ritiene che i cambiamenti epigenetici pilt impor-
tanti durante la trasformazione da MGUS a MM siano l'ipo-metila-
zione globale del DNA e l'iper-metilazione di specifici geni®. 11
cambiamento dello stato di metilazione del DNA piti pronunciato &
riportato nel 15% dei pazienti con la traslocazione t(4;14), in cui vi
sono specifiche regioni di iper-metilazione del DNA rispetto agli altri
sottogruppi citogenetici. Questo sottogruppo over-esprime MMSET,
che codifica per un repressore trascrizionale della metiltransferasi
istonica e media la metilazione della lisina 36 dell'istone H3
(H3K36)**). Infine, la sua de-regolazione porta a cambiamenti glo-
bali nella metilazione degli istoni promuovendo la sopravvivenza cel-
lulare, la progressione del ciclo cellulare e la riparazione del
DNA®)_ Altri modificatori della cromatina alterati nel MM sono
lysine-specific demethylase 6A (KDMOGA), KDMOB, mixed-lineage
leukemia (MLL) e homeobox A9 (HOXA9) 12,

Evoluzione clonale e sviluppo del mieloma

Nella visione classica dell'insorgenza e della progressione del MM,
un evento iniziale & necessario per immortalizzare una PC normale.
Tale cellula definita come MPC ¢ poi destinata ad acquisire ulteriori
lesioni genetiche nel corso del tempo, attraverso la LOH, lamplifi-
cazione genica, mutazioni o modifiche epigenetiche (Figura 1). Lac-
quisizione di ulteriori anomalie altera il comportamento delle cellule
di MM, portando quindi alle caratteristiche clinicamente ricono-
sciute del MM.

In questi ultimi anni, ¢ emersa 'eterogenicita genetica di questa ma-
lattia sia di tipo interclonale che intraclonale!**. Questa eteroge-
neita ¢, da una prospettiva di selezione darwiniana, la caratteristica
essenziale dell’evoluzione clonale, della progressione della malattia
ed infine della ricaduta. Sulla base di queste evidenze dopo l'inizio
della malattia, gli eventi molecolari necessari per lo sviluppo del MM
non sono raggiunti in modo lineare, ma piuttosto attraverso una ra-
mificazione o percorsi non lineari, tipici del modello evoluzionistico
proposto da Darwin ®°. Questo modello di sviluppo del MM ¢ ba-
sato sull'idea che le mutazioni siano acquisite casualmente e vengano
selezionate sulla base del vantaggio clonale che conferiscono ® (Fi-
gura 1). Inoltre, anche le MPC dovrebbero essere geneticamente ed
epigeneticamente diverse, al fine di mantenere un vantaggio clonale
e quindi realizzare la transizione tra le fasi della malattia. Utilizzando
i dati attualmente disponibili per le MGUS, sembra che vi sia un’ete-
rogeneita intraclonale nelle PC che hanno riarrangiamenti clonali
fisiologici delle IgH. Cio significa che un clone plasmacellulare con
un riarrangiamento IgH definito, selezionato in risposta all’antigene,
sviluppa una progenie con mutazioni a carico delle IgH all'interno

(30

dello stesso riarrangiamento clonale ®”. Questa osservazione & coe-




rente con il fatto che le MPC sono continuamente esposte alle rea-
zioni all'interno del centro germinativo. Basandoci su questi dati, ¢
ragionevole pensare che la MPC d’origine sia generata da una cellula
B di memoria e che, dopo il passaggio nel centro germinativo, sia
immortalizzata dall’acquisizione di uno dei due principali eventi che
portano al MM: un aberrante evento CSR sull’allele IgH non fun-
zionale, o tramite l'iperdiploidia . Sebbene gli eventi aberranti di
CSR siano stati imputati nelle fasi iniziali di sviluppo del MM, es-
sendo presenti nella maggior parte delle cellule clonali, sembra che
in alcuni casi tali traslocazioni siano presenti solo in una sottopopo-
lazione di cellule clonali V. Le MPC, dopo essere state immortaliz-
zate nel centro germinativo, migrano verso il midollo osseo, dove
continuano ad evolversi. Durante questo processo, l'interazione con
le cellule stromali midollari (BMSC) ¢ cruciale per la loro sopravvi-
venza, come lo & per le PC normali. E importante sottolineare che
I'alterazione delle interazioni tra stroma e MPC pud alterare la lun-
ghezza dei telomeri, quindi, potenzialmente favorire I'immortaliz-
zazione delle ultime ®?. Mentre le PC maligne si accumulano nel
midollo osseo, vengono stabiliti dei feedback positivi tra le PC, le
BMSC, gli osteoclasti (OCL), gli osteoblasti (OB) e gli elementi va-
scolari ©). Questa alterazione del microambiente interessa anche la
nicchia delle PC normali, portando ad una riduzione del loro nu-
mero e allo sviluppo dellimmunosoppressione © (Figural).

Ruolo della myeloma cancer stem cell

E noto come i tumori siano costituiti sia da cellule differenziate ca-
paci di proliferare in maniera limitata, sia da una piccola frazione di
cellule caratterizzate da un grande potenziale proliferativo in grado
di mantenere il tumore, ovvero cellule con specifiche proprieta szem-
like, definite CSC ®?. Le CSC hanno, infatti, la capacita di auto-
rinnovarsi, la potenzialita di dare origine a pilt specie cellulari
allinterno del tumore e I'abilita di sostenere la proliferazione delle
cellule maligne. Queste cellule sono considerate le cellule inizianti il
tumore, come le MPC, e le cellule probabilmente responsabili della
recidiva e della progressione della malattia ®?. Nel MM diversi studi
hanno dimostrato I'esistenza di una ristretta popolazione di cellule
con caratteristiche clonogeniche, CD138 negative, in parte di origine
B linfocitaria esprimenti il CD20 ed in parte negative per il CD20,
in grado di differenziare in senso plasmacellulare in vitro e di gene-
rare plasmocitomi in vivo in modelli murini ®. Queste proprieta,
al contrario, non sono riscontrate nelle PC mature CD138 positive.
All'interno di questa sottopopolazione clonogenica risulta aumentata
Pattivazione del pathway di Hedgehog, noto, insieme a Notch e Wnt,
per regolare il processo di auto-rinnovamento nelle cellule staminali
normali. In particolar modo, sembra che i ligandi necessari per I'at-
tivazione di questo pathway siano prodotti dalle BMSC, a riprova
dellimportanza del microambiente nel mantenimento della stami-
nalita della cellula di MM ©. Sono stati inoltre identificati, sulla su-

perficie, marker tipici delle cellule B di memoria normali, CD19,

CD20 e CD27, suggerendo quindi la derivazione delle cellule mie-
lomatose da questo compartimento cellulare. Cellule B di memoria
clonogeniche circolanti sono state identificate nel sangue periferico
di pazienti affetti da MM ed hanno dimostrato capacita di engrafi-
ment in topi NOD/SCID . Inoltre, tale popolazione circolante sem-
bra persistere dopo trattamento con terapie anche ad alte dosi ¢ la
frequenza di tali cellule sembra aumentare nelle ricadute . Studi in
vitro hanno infatti dimostrato come tali cellule, contrariamente alle
PC CD138 positive, siano resistenti ai principali farmaci quali desa-
metasone, lenalidomide, bortezomib e ciclofosfamide 9. Tali carat-
teristiche derivano da un’elevata espressione di trasportatori di
membrana, soprattutto della superfamiglia ABC (ATP- binding cas-
sette), ¢ dallo stato di quiescenza in cui le cellule si trovano, mecca-
nismi condivisi dalle cellule staminali normali 9.

Sebbene diversi studi abbiano identificato queste popolazioni clo-
nogeniche nei pazienti con MM, l'esatto immunofenotipo delle
CSC nel MM non ¢ stato identificato con esattezza. Alcuni autori
hanno classificato come CSC mielomatose la sottopopolazione
CD19°CD34*CD138",%” mentre altri hanno individuato una sot-
topopolazione di PC mature ciclanti CD138+/B7-H1* che potreb-
bero trans-differenziare in CSC 7. E probabile che esistano
differenti popolazioni staminali nel MM e che inoltre la staminalita
possa essere indotta dal microambiente stesso. Recenti studi hanno
individuato la nicchia osteoblastica ipossica midollare come sede
delle CSC, in cui viene preservata la quiescenza e regolato I'auto-
rinnovamento e il destino differenziativo, tramite I'interazione con
BMSC e OB. Diversi Autori hanno dimostrato come cellule mielo-
matose iniettate nella cavith midollare di frammenti ossei impiantati
sottocute in modelli murini, riescano a crescere solo nell’osso,*® sug-
gerendo il ruolo fondamentale del tessuto osseo come nicchia per le
CSC. Inoltre ¢ stato dimostrato che in co-colture con OCL le PC
mielomatose mature acquisiscono capacita di tipo staminale con
bassa espressione di CD138 e di CD38 e sviluppano resistenza ai
farmaci ). Ulteriori studi saranno tuttavia necessari per stabilire in
modo preciso la nicchia delle staminali tumorali e i meccanismi della
loro tumorigenicita e plasticita a seguito delle interazioni con il mi-

croambiente.

Alterazioni del microambiente

Nella patogenesi del MM ¢ noto come la stretta dipendenza delle cel-
lule di MM dal microambiente midollare svolga un ruolo critico ©%.
Linterazione fra cellule di MM e microambiente, che avviene pre-
valentemente attraverso 'espressione di molecole di adesione, attiva
la produzione di numerose citochine e fattori di crescita con funzione
autocrina e paracrina che supportano la crescita e la sopravvivenza
cellulare. La nicchia midollare ha, infatti, un importante ruolo in
differenziamento, migrazione, proliferazione, sopravvivenza e resi-

stenza ai farmaci delle cellule di MM “9. Le cellule di MM stabili-




scono complesse interazioni sia con gli altri componenti cellulari del
microambiente midollare sia con la matrice extracellulare (ECM). I
principali tipi cellulari che costituiscono il microambiente midollare
sono: le BMSC, in grado di differenziare in cellule osteoprogenitrici;
gli OB; gli osteociti; gli OCL; le cellule endoteliali; gli adipociti; le
cellule dendritiche (DC); i macrofagi ed i linfociti. CECM ¢ invece
costituita da molecole quali la laminina, il collagene, i proteoglicani
ed i glicosamminoglicani. Linterazione fra cellule dii MM e micro-
ambiente a sua volta determina alterazioni significative del micro-
ambiente stesso che sono alla base dei segni quali 'anemia,
I'immunosoppressione, lo switch angiogenico e le alterazioni del ri-
modellamento osseo che distinguono il MM sintomatico dalle forme
indolenti 40,

Data I'importanza, nella patogenesi del MM, del microambiente,
diversi studi si sono focalizzati sulla presenza di possibili alterazioni,
molecolari e funzionali, a carico delle BMSC e sulla loro natura pri-
maria o secondaria alla presenza delle PC maligne nel microam-
biente. Attraverso studi di array-comparative genomic hybridization
¢ stato dimostrato che le BMSC dei pazienti affetti da MM hanno
differenti profili genici rispetto alle BMSC dei soggetti sani: le
BMSC di MM (MM-BMSC) sono anomale, anche quando allon-
tanate dal microambiente mielomatoso, e molti pazienti manten-
gono alterazioni dell’attivitd osteoblastica anche in assenza del clone
mielomatoso “V. D’altro canto, altri studi non hanno dimostrato la
presenza di anomalie molecolari o citogenetiche sia nelle BMSC che
negli OB di pazienti affetti da MM riconducibili al clone neopla-
stico?. Inoltre, altri gruppi hanno dimostrato che la sola presenza
delle cellule di MM ¢ in grado di indurre alterazioni nel fenotipo
delle BMSC: ad esempio, co-coltivando cellule di MM con BMSC
di soggetti sani, quest'ultime acquisiscono caratteristiche simili a
BMSC ottenute da pazienti affetti da MM®. Le MM-BMSC dif-
feriscono da quelle dei soggetti sani nel loro profilo citochinico: di-
versi studi hanno mostrato che producono maggiori livelli di
interleuchina (IL)-6 e vascular endothelial growth factor (VEGEF), i
principali fattori di crescita delle PC indotti dalla presenza delle cel-
lule di MM @49,

Molecole di adesione

All'interno del midollo osseo, le cellule di MM aderiscono ai com-
ponenti del’ECM, fra cui il collagene di tipo I e la fibronectina, at-
traverso il sindecano 1 (CD138) e il very late antigen 4 (VLA-4);
quest'ultima molecola ¢ in grado inoltre di legare vascular cell adhe-
sion molecule 1 (VCAM-1) espresso dalle BMSC. Altre molecole
coinvolte nell’adesione tra cellule di MM e BMSC sono: CD44, che
lega I'osteopontina (OPN); CD56/NCAM-1, che ha un legame
omotipico; e CD38, che lega CD31 “4). Un altro sistema di inte-
razione coinvolge stromal cell-derived factor (SDF)-101 0 C-X-C che-
mokine ligand (CXCL)-12, espresso dalle BMSC, e il suo recettore
C-X-C chemokine receptor (CXCR)-4, presente sulle cellule di MM,
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che induce motilita e riarrangiamenti del citoscheletro nelle cellule
di MM “9, Tnoltre, CXCL-12 up-regola in modo transiente VLA-4
che media I'adesione cellulare delle cellule dii MM alle BMSC ¢ la
secrezione di citochine da parte di queste ultime “9.

Ladesione delle cellule di MM alle BMSC, insieme alla produzione
autocrina e paracrina di numerose citochine e chemochine, innesca
quindi diversi pathway che determinano I'up-regolazione di proteine
che attivano il ciclo cellulare con funzione anti-apoptotica, pro-pro-
liferativa e pro-angiogenica e regolano I'oming delle cellule dii MM “©

(Figura 2).

Ruolo delle citochine

IL-6 ¢ il principale fattore di crescita e sopravvivenza delle cellule di
MM . Viene prodotta da molti tipi cellulari, tra cui i monociti e
le cellule endoteliali, ma le fonti principali di IL-6 nel microambiente
midollare sono BMSC, cellule di MM e OB. Linterazione tra le
BMSC e le cellule di MM up-regola la trascrizione e la sintesi di IL-
6 nelle cellule stromali; a sua volta IL-6 stimola la proliferazione delle
cellule di MM secondo un logp paracrino che viene stimolato dalla
liberazione di altre molecole e chemochine quali CD40, tumor ne-
crosis factor (TNF)-o,, VEGE IL-1P, transforming growth factor
(TGF)-B. IL-1p sembra essere la citochina maggiormente respon-
sabile della produzione paracrina di IL-6 da parte delle BMSC. La
produzione aberrante di IL-1 da parte delle cellule di MM induce
infatti la produzione di IL-6 da parte delle BMSC ). La produzione
di IL-6 indotta dalle varie citochine ¢ mediata dall’attivazione del
pathway di NF-kB ®). Dopo il legame con il suo recettore, costituito
da una subunita di legame (IL-6Rt) e una di trasduzione (gp130),
IL-6 innesca lattivazione di pathway di segnalazione fra cui
MEK/MAPK (mitogen-extracellular signal-regulated kinase/mitogen-
activated protein kinases), JAKISTAT3/MCLI (Janus kinaselsignal
transducers and activators of transcription/myeloid leukemia cell diffe-
rentiation protein) e P13K (phosphoinositide 3-kinase)/ AKT. Nelle cel-
lule di MM, IL-6 stimola la proliferazione cellulare (via
RAS/MAPK), promuove la sopravvivenza (sistema JAK/STAT) ed
aumenta la resistenza all'apoptosi V. Insulin-like growth factor
(IGF)-1 ¢ un importante fattore di proliferazione, sopravvivenza e
migrazione delle cellule di MM, anche con meccanismo IL-6-indi-
pendente. Viene prodotto da OB, BMSC e cellule endoteliali ossee.
E un chemio-attrattivo per le cellule di MM e ne favorisce ' homing
nel midollo osseo. La fosforilazione del recettore di IGE-1, dopo il le-
game con la citochina, porta all'attivazione dei pathway di segnalazione
di MAPK e PI3/AKT, stimolando la proliferazione cellulare 5152,
VEGE, oltre ad essere un fattore pro-angiogenico, ha un ruolo im-
portante come fattore pro-proliferativo. Nel MM ¢ prodotto sia dalle
cellule neoplastiche che dalle BMSC, insieme a IL-6. Lazione di
VEGF si attua secondo un /ogp paracrino. E stata dimostrata la pre-
senza di recettori del VEGF nelle cellule mielomatose, sebbene a

bassa densitd, suggerendo un possibile meccanismo autocrino del




VEGF nel MM 9, La secrezione di VEGF indotta da IL-6, oltre a
stimolare a sua volta la trascrizione di IL-6 da parte delle BMSC,
promuove la migrazione delle cellule mielomatose. Il VEGF stimola
principalmente il segnale di MEK/ERK nelle cellule dii MM e le altre
vie di segnalazione coinvolte nella migrazione cellulare e nella so-
pravvivenza ®¥. TNFa. & un'importante citochina pro-infiammatoria
prodotta sia dalle BMSC che dalle cellule di MM, che stimola la
proliferazione e la sopravvivenza delle PC maligne. Tali effetti sono
mediati sia direttamente, tramite I'attivazione di diversi pathway
pro-proliferativi e anti-apoptotici come MAPK/ERK, NF-kB,
PI3K/AKT nelle cellule di MM, sia, indirettamente, attraverso la
stimolazione della secrezione di IL-6 da parte delle BMSC, in cui
attiva la via di NF-kB. Inoltre, TNFor up-regola I'espressione di mo-
lecole di adesione sia sulle cellule di MM (CD49d, VLA-4; CD11
a, LFA-1) che sulle BMSC (CD54, ICAM-1, CD106, VCAM-1):
l'aumentata adesione tra queste cellule, stimola a sua volta la secre-
zione del principale fattore proliferativo IL-6, da parte delle BMSC,
e la cell adhesion-mediated drug resistance(CAM-DR) “0. 11 CD40 li-
gand ¢ un membro della famiglia del TNFa coinvolto nella modu-
lazione della proliferazione delle cellule di MM (via p53) e nella loro
migrazione (via PI3BK/AKT NE-kB). Il legame al CD40 stimola inol-
tre la secrezione di IL-6 e VEGF da parte delle BMSC, contribuendo
anche indirettamente alla proliferazione delle PC maligne “°. B-cel/
activating factor (BAFF) e a proliferation-inducing ligand (APRIL)
sono fattori di crescita appartenenti alla super famiglia del TNFa,
prodotti principalmente da monociti e OCL ®°. Entrambe le mole-
cole si legano al recettore B-cell maturation antigen (BCMA) espresso
sulle cellule di MM: il loro legame attiva multipli pathway proliferativi
come NF-kB, MEK/MAPK, JAK/STAT3 e PI3K/AKT nelle cellule
di MM ©9, Altre citochine sono coinvolte nell’ interazione tra cellula
di MM e microambiente e supportano la crescita e la proliferazione
delle cellule di MM nel microambiente, come IL-21, citochina
principalmente prodotta dai linfociti T CD4* attivati il cui legame
con il suo recettore attiva nelle cellule di MM i parhway pro-pro-
liferativi JAK1, STAT3, ERK1/2 ©%; le cytokine IL-6 like, quali IL-
11, oncostatina M (OSM) e leukaemia inhibitory factor (LIF);
hepatocyte growth factor (HGF); IL-10; IL-15; e il TGFf, come
riassunto nella Tabella 1.

Esosomi

Un recente studio ha evidenziato che le MM-BMSC rilasciano eso-
somi, che sono trasferiti alle cellule di MM, influenzando la crescita
tumorale in vivo, promuovendo l'entrata in circolo e inducendo la
resistenza ai farmaci, mediante specifici miRNA®”. Gli esosomi sono
nanovescicole (50-100 nm) di origine endocitica che vengono rila-
sciate nell’ambiente extracellulare da diversi tipi cellulari in condi-
zioni sia fisiologiche che patologiche, tra cui presentazione

dell’antigene, trasmissione di agenti infettivi e tumori. Il profilo dei

miRNA contenuti negli esosomi varia tra MM-BMSC e BMSC di

soggetti sani: ad esempio, i livelli del soppressore tumorale miR-
15a/16 risultano diminuiti nelle BMSC da MM; cid promuove la
proliferazione delle PC ¢ le protegge dall'apoptosi indotta da farmaci
quali gli inibitori del proteasoma 5*). Altri miRNA sono modulati
a seguito dell'interazione tra BMSC e cellule di MM, contribuendo
allaumento dell’angiogenesi (miR-199a-5p)®¥ e all’alterazione della
formazione di osso (miR-135b, 24-3b, 15a-5p)*>%. Anche il con-
tenuto proteico degli esosomi risulta alterato, con una maggiore per-
centuale di proteine oncogeniche, citochine, protein chinasi e
molecole di adesione nelle MM-BMSC ®”), Questi dati identificano
quindi negli esosomi un nuovo meccanismo di comunicazione cel-
lulare tra PC mielomatose e BMSC, accanto all’adesione ed ai fattori

solubili.

Angiogenesi e switch angiogenico

Langiogenesi tumorale ¢ un processo multistep di formazione di
nuovi vasi, contraddistinto da strutture vascolari aberranti, alterate
interazioni tra cellule endoteliali e periciti, flusso sanguigno anomalo
e aumentata permeabilita vascolare. Come noto, durante la progres-
sione tumorale si assiste ad uno squilibrio tra molecole pro-angio-
geniche e anti-angiogeniche a favore delle prime, con conseguente
formazione di nuovi vasi. Come nei tumori solidi, anche nel MM ¢
stato riscontrato un aumento dell’angiogenesi midollare correlata
con il grado di infiltrazione midollare, lattivita proliferativa delle
PCelo stato di malattia ®. La progressione del MM ¢ infatti carat-
terizzata da una fase pre-angiogenica, corrispondente alle forme in-
dolenti di gammapatia monoclonale, quali SMM e MGUS con lenta
crescita tumorale, seguita da uno switch pro-angiogenico con pro-
gressiva crescita tumorale che corrisponde alla fase sintomatica del
MM @Y. Numerosi studi hanno infatti evidenziato come i pazienti
affetti da MM presentano un'aumentata densitd microvascolare
(MVD) rispetto ai pazienti con SMM e MGUS e ai soggetti sani .
Altri hanno mostrato anche una correlazione tra MVD, prolifera-
zione cellulare e numero delle PC intramidollari ¢

Insieme al processo di neoangiogenesi midollare, la vasculogenesi &
coinvolta nell'incremento della vascolarita midollare nei pazienti af-
fetti da MM @, Diversamente dall’angiogenesi, la vasculogenesi &
caratterizzata dalla formazione de novo di vasi sanguigni a partire da
cellule progenitrici endoteliali (EPC) reclutate dal midollo osseo.
Le EPC sono incorporate nei nuovi vasi midollari, proliferano e dif-

@), E stata dimostrata la presenza

ferenziano in cellule endoteliali
delle EPC nel sangue periferico insieme alle cellule endoteliali cir-
colanti (CEC) nei pazienti affetti da tumore . Le EPC circolanti
e le CEC sono state anche riscontrate nel circolo sanguigno di sog-
getti affetti da MM e i loro livelli correlano con la gravita della ma-
lattia®. E stato dimostrato un maggiore contributo dei monociti
nella formazione di nuovi vasi nel midollo osseo di pazienti affetti
da MM sintomatico rispetto a soggetti con MGUS @\ T principali

meccanismi e i fattori coinvolti nello switch pro-angiogenico indotto




dalle cellule di MM sono riassunti nella Figura 3.

Il VEGF rappresenta il principale fattore di crescita e di sopravvi-
venza delle cellule endoteliali ©9. Possiede diverse isoforme di recet-
tori (VEGEFR-1, VEGFR-2), espressi dalle cellule endoteliali, che
mediano l'effetto del VEGF sulla sopravvivenza, la proliferazione e

la migrazione delle cellule endoteliali ©

). Lincremento dell’angioge-
nesi nel midollo osseo ¢ sostenuto principalmente dal VEGF pro-
dotto direttamente dalle cellule di MM ©; questa citochina, a sua
volta, stimola la secrezione dalle BMSC di IL-6 e VEGEF stesso, che
aloro volta inducono la produzione paracrina di VEGF dalle cellule

©7)_F stato inoltre dimostrato un aumento dell’attivith an-

tumorali
glogenica delle cellule mesenchimali stromali nei pazienti affetti da
MM, con un’over-espressione di VEGF comparata con i donatori
sani V. Basic-fibroblast growth factor (BFGF)-2 & un’altra molecola

pro-angiogenica che possiede gli stessi effetti del VEGF sulle cellule

Patogenesi

endoteliali ed & prodotta dalle cellule dii MM ma soprattutto dalle
BMSC e dalle cellule endoteliali ®". Le angiopoietine (ANG) sono
una famiglia di fatcori implicati nell’angiogenesi. ANG-1 agisce
come fattore di sopravvivenza per le cellule endoteliali legandosi al
suo recettore TTE-2 espresso sull'endotelio, regola la stabilizzazione
delle nuove pareti vascolari, la formazione di tubuli ed ¢ coinvolto
nello switch angiogenico V. ANG-1 ¢ anche prodotta dalle mastcel-
lule nel microambiente, che promuovono cost la crescita delle PC e
stimolano I'angiogenesi insieme al VEGF di origine tumorale.
ANG-2 ¢ un’antagonista naturale di ANG-1, blocca infatti 'azione
di TIE-2 mediata da ANG-1 sulle cellule endoteliali provocando la
destabilizzazione dei vasi® ovvero I'evento iniziale del processo neo-
angiogenetico. E stato dimostrato che le cellule di MM esprimono
e secernono ANG-1 ma non ANG-2,® mentre elevadi livelli di
ANG-2 nel midollo osseo favoriscono la progressione del processo

EGF, OPN,
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Figura 3 — Meccanismi patogenetici alla base dello switch angiogenico nel mieloma multiplo. Numerose citochine con attiviti pro-angiogenica prodotte dalle cellule di mie-
loma multiplo (MM), elo dalle cellule stromali midollari (BMSC) ed osteoblasti (OB), inducono la proliferazione delle cellule endoteliali (angiogenesi) e la trans-differen-
ziagione di precursori endoteliali (vasculogenesi). Abbreviazioni: cellule endoteliali circolanti (CEC); matrice extracellulare (ECM); cellule progenitrici endoteliali (EPC).
Angiopoietina (ANG); basic fibroblast growth factor (6FGE); hepatocyte growth factor (HGE); hypoxia-inducible factor (HIE); interleuchina (IL); metalloproteasi
(MMP); osteopontina (OPN); trasforming growth factor (TGF); tumor necrosis factor (TINE); vascular cell adhesion molecule (VCAM); vascular endothelial growth factor
(VEGE); VEGF receptor (VEGFR); very late antigen (VLA).
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neo-angiogenetico e hanno un ruolo prognostico

Le metalloproteasi (MMP) costituiscono una famiglia di enzimi pro-
teolitici, endopeptidasi zinco-dipendenti, coinvolte nel turnover della
matrice extracellulare e nel rimodellamento fisiologico dell’osso; gio-
cano un ruolo fondamentale nel processo di invasione, metastasi e
angiogenesi tumorale. Le PC mielomatose producono in particolare
le gelatinasi MMP-2 e MMP-9 ¢ inducono la produzione della col-
lagenasi MMP-1 da parte delle BMSC ™. OPN ¢ un fattore pro-
angiogenico, prodotto direttamente dalle cellule di MM, che agisce
prevalentemente attraverso il recettore CD44 e promuove la soprav-
vivenza e la migrazione delle cellule endoteliali oltre che delle cellule
di MM @, Inoltre, 'OPN contribuisce indirettamente all’aumento
dell'angiogenesi attraverso la modulazione della MMP-2, aumen-
tandone ['espressione nelle cellule tumorali ©". Nel microambiente
mielomatoso OPN ¢ anche secreta dagli OCL, suggerendo il coin-
volgimento di tali cellule nella promozione dell’angiogenesi MM-

indotta 7. IL-6, oltre ad essere un fattore di crescita e di sopravvi-
venza delle cellule mielomatose, ¢ anche una chemochina coinvolta
nell'angiogenesi MM-indotta. Essa, infatti, come gia descritto, sti-
mola la produzione di VEGF e OPN da parte delle cellule dii MM .
IL-8 ¢ una chemochina, nota anche come CXCLS, prodotta dalle
cellule di MM e dalle BMSC®". Esercita una potente attivit angio-
genica dose-dipendente, legandosi ai recettori CXCR1 e CXCR2
presenti sulle cellule endoteliali. Gli effetti angiogenici di IL-8 deri-
vano anche dalla sua capacita di inibire I'apoptosi delle cellule en-
doteliali. Inoltre IL-8 aumenta nelle cellule endoteliali 'espressione
dell'mRNA per le MMP-2 e MMP-9 €. Alcuni studi hanno dimo-
strato una correlazione tra 'espressione di IL-8 nelle cellule di MM
e lespressione aberrante di CD28, e di conseguenza con la progres-
sione della malattia e la localizzazione extra-midollare””. HGE, sin-
decano-1 ed eparanasi sono molecole che svolgono un ruolo nello

switch pro-angiogenico nel MM ©V. HGF ¢ una citochina che lega

Fonte Ruolo Pathway attivati

APRIL monocit, macrofagi, cellule T, BMSC, 0CL | | roerazione, Inibizione apoptosi, NF-KB, MEK/MAPK, JAK/STAT, PISK/AKT
adesione a BMSC

BAFF monocit, macrofagi, cellule T, BMSC, 0CL | | nerazione, Inibizione apoptos, NF-KB, MEK/MAPK, JAK/STAT, PI3K/AKT
adesione a BMSC

CXCL12 BMSC Proliferazione, homing MEK/MAPK, PI3K/AKT

HGF BMSC, cellule di MM Proliferazione, sopravvivenza MEK/MAPK

IGF-1 BMSC, EC, 0B, OCL Proliferazione, sopravvivenza, migrazione MEK/MAPK, PI3K/AKT

L-1p monociti, macrofagi, cellule di MM Produzions di L6 da BIWSC, regolazione | e g
espressione molecole di adesione

IL-3 cellule T, cellule di MM Proliferazione MEK/MAPK, JAK/STAT

IL-6 BMSC, EC, 0B, OCL, cellule di MM Proliferazione, sopravvivenza MEK/MAPK, JAK/STAT, PI3K/AKT

N Proliferazione, aumento recettore

IL-10 monociti, cellule Be T, OCL GiIL-11, LIF e OSM JAK/STAT

IL-11 BMSC, OB Proliferazione MEK/MAPK, JAK/STAT, PI3K/AKT

IL-15 cellule di MM, cellule Be T Sopravvivenza NF-kB, MEK/MAPK, JAK/STAT, PI3K/AKT

IL-21 cellule T, NKT Proliferazione, sopravvivenza JAK/STAT

LIF cellule di MM, BMSC Proliferazione, sopravvivenza MEK/MAPK, JAK/STAT, PI3K/AKT

OSM cellule di MM, BMSC Proliferazione, sopravvivenza MEK/MAPK, JAK/STAT, PI3K/AKT

TGFB macrofagi, EC, cellule di MM Produzione di IL-6 da BMSC JAK/STAT

. . Produzione di IL-6 da BMSC, regolazione :

TNFq, macrofagi, BMSC, cellule di MM espressione molecole di adesione via NF-kB NF-kB, MEK/MAPK, PI3K/AKT

VEGF BMSC, EC, cellule di MM Produzione di IL-6 da BMSC MEK/MAPK

Abbreviazioni. BMSC: cellule stromali midollari; EC: cellule endoteliali; NKT: linfociti T natural killer, MM: mieloma multiplo; OB: osteoblasti; OCL: osteoclasti.

5,40,70)

Tabella 1 - Principali citochine coinvolte nella proliferazione e nella sopravvivenza delle cellule di MM ' :




Peparina, espressa principalmente dalle cellule mesenchimali. E stato
dimostrato che ¢ in grado di stimolare la proliferazione e la soprav-
vivenza delle cellule endoteliali e agisce come molecola pro-angio-
genica ¥, HGF ¢ sintetizzata dalle cellule di MM e aumenta la
secrezione di MMP-9 da parte delle stesse. Lattivita ed il signaling
di HGF nelle cellule dii MM sono incrementati dal CD138, un pro-
teoglicano di membrana altamente espresso dalle cellule di MM 2.
Questa molecola pud essere clivata e rilasciata nel microambiente,
favorendo la crescita delle cellule di MM e 'angiogenesi *. Lepa-
ranasi, invece, ¢ una endo-glicosidasi, coinvolta nel clivaggio del sin-
decano-1 e aumenta le proprietd pro-angiogeniche delle cellule di
MM; inoltre, essa up-regola la produzione del VEGF da parte delle
stesse © (Figura 3).

Ruolo dell’ipossia midollare

Lipossia ¢ una condizione nota per essere strettamente associata al-
I'angiogenesi, ad un fenotipo maligno e per il ruolo critico svolto
nella regolazione dello switch angiogenico tumorale 7. Ladatta-
mento tumorale all'ipossia ¢ principalmente dovuto al fattore di tra-
scrizione hypoxia-inducible factor (HIF)-1a 7). In condizioni di
normossia, HIF-1a ¢ sottoposto a degradazione proteosomiale in
seguito ad un'idrossilazione ossigeno-dipendente. Al contrario, in
condizioni d’ipossia, I'idrossilazione viene soppressa e HIF-1a puod
accumularsi e traslocare nel nucleo dove promuove la trascrizione di
diversi geni . Il midollo osseo, come noto, ¢ un ambiente fisiolo-

(79 e recentemente ¢ stato dimostrato che anche

gicamente ipossico
nei pazienti con MM i livelli di pressione parziale e saturazione di O,
sono corrispondenti ad un ambiente fortemente ipossico “”. Da un
punto di vista patogenetico, quindi, le cellule dii MM crescono nel
microambiente midollare e sono cronicamente esposte a bassi livelli
di ossigeno, ed ¢ stato infatti riportato che le cellule di MM over-
esprimono HIF-1a. 7. E interessante notare che la presenza della
proteina HIE-1at ¢ stata comunque osservata anche in circa il 28%
delle cellule CD138 positive, purificate da pazienti affetti da MM,
in condizioni di normossia 7, suggerendo che esiste una stabilizza-
zione di HIF-1a., indipendente dall'ipossia, verosimilmente associata
all'over-espressione dell'oncogene c-Myc 7.

Lover-espressione di HIF-1a, sia ossigeno-dipendente che costitu-
tiva, ¢ associata nelle cellule di MM ad un profilo trascrizionale di
tipo pro-angiogenico e alla produzione di molecole pro-angiogeniche
da parte delle cellule di MM. Queste ultime infatti, in condizioni di
ipossia, over-esprimono le citochine VEGEF-A e IL-8 77\ Inoltre, &
stato riportato che HIF-1a: regola la produzione di VEGE IL-8 e
OPN da parte delle cellule di MM sia a livello di mRNA che a livello
proteico 77 (Figura 3). Infine il silenziamento di HIF-1at sopprime
significativamente le proprieta pro-angiogeniche delle cellule dii MM
sia in vitro e che in vivo in modelli pre-clinici di MM, suggerendo

che HIF-1a ha un ruolo critico nello sviluppo e nella progressione

del MM @),

Patogenesi

Alterazioni immunologiche

Nell'ambito del microambiente midollare I'interazione fra le cellule di
MM e le cellule del sistema immunitario svolge un ruolo essenziale
nella comprensione della patogenesi e progressione della malattia™.
La capacita del sistema immunitario di riconoscere e montare una ri-
sposta immunitaria verso antigeni espressi su cellule clonogeniche,
nelle MGUS, pud infatti influenzare la progressione verso il MM sin-
tomatico. In particolare, ¢ stato dimostrato come la presenza di linfociti
T anti sex determining region Y box (SOX2), un gene embrionale critico
per il self-renewal delle cellule staminali, pud inibire la crescita clono-
genica nelle MGUS e predire un ouzcome clinico favorevole nei pa-

®0 Ta mancanza

zienti con gammapatia monoclonale di tipo indolente
di linfociti anti SOX2 nei pazienti con MM suggerisce inoltre la pre-
senza di un diverso profilo immunologico tra MM e MGUS, e sup-
porta ulteriormente il ruolo dell immunita anti SOX2 nella patogenesi
della malattia ®”. Altri autori hanno dimostrato alterazioni nel pathway
di natural-killer group 2 member D (NKG2D), un recettore attivante
espresso sulle cellule NK; sui linfociti e sui linfociti CD8, associato
alla progressione da MGUS a MM. In particolare, ¢ stato dimostrato
come ['espressione del suo ligando MHC class I chain-related protein A
(MICA) ¢ aumentata nei pazienti con MGUS rispetto ai pazienti con
MM, con conseguente alterazione della risposta citotossica linfocitaria ®".
Numerose alterazioni del sistema immunitario sono state dimostrate
nei pazienti con MM che, come noto, hanno un’elevata suscettibilita
alle infezioni ®?, dovuta sia a un deficit dell immunita umorale, quale
l'immuno-paresi dovuta alla retro-inibizione delle Ig non coinvolte,
sia ad alterazioni a carico di cellule immunitarie effettrici, fra cui prin-
cipalmente cellule dendritiche (DC) e linfociti T ®. E stato dimo-
strato che la quota di DC circolanti in pazienti con MM ¢
numericamente normale, ma disfunzionale a causa di un deficit di
espressione di molecole co-stimolatorie (CD80, CD86) necessarie al-
l'attivazione anti-tumorale delle cellule T. In questo mancato sviluppo
di DC funzionali gioca un ruolo fondamentale il pool di citochine
prodotte attivamente nel microambiente midollare dalle cellule mie-
lomatose (IL-6, IL-10, TGF p» VEGF) che inibiscono anche l'attivita
di presentazione dell’antigene 9. Ulteriori studi hanno dimostrato
come, a sua volta, la diretta interazione tra DC e PC mielomatose,
esprimenti CD28, favorisca la sopravvivenza e proliferazione di queste
ultime grazie alla produzione di IL-6 ¢ dell'enzima indoleamina 2,3
diossigenasi (IDO) da parte delle DC ®. IDO causa la deplezione dal
microambiente di triptofano, amminoacido essenziale per i linfociti
T che divengono quindi anergici, e promuove il differenziamento dei
linfociti T verso un fenotipo regolatorio CD25"¢//FOXP3*/CD4",
contribuendo quindi a creare il microambiente immunosoppressivo
tipico del MM. Inoltre ¢ stato dimostrato che DC immature, che-
moattratte verso il midollo osseo dalle PC maligne, siano in grado
di transdifferenziare in cellule che riassorbono osso come risultato

della derivazione ontogenetica, comune agli OCL, da precursori mo-




nocitari . Cio contribuisce anche all'aumento delle lesioni litiche,
tipiche della patologia, ed & apparentemente legato alla presenza del
tumor necrosis factor receptor superfamily (TNFRSF)-11 nel micro-
ambiente midollare e al contatto cellula-cellula con le PC mieloma-
tose TNFRSF11 positive ®.

Diversi studi hanno inoltre evidenziato, sia nel midollo osseo che nel
sangue periferico di pazienti affetti da MM, significative alterazioni
nel numero e nella funzionalita delle cellule T. In particolar modo si
assiste ad una diminuzione del rapporto CD4*/CD8", evidente so-
prattutto nei pazienti con malattia in fase avanzata ® e ad uno sbi-
lanciamento nelle sottopopolazioni CD4* T helper (Th)1/Th2
dovuto ad una ridotta produzione di citochine pro-Th1, come IL-2 ¢
Interferone (IFN)-Y ¢ ad una spiccata over-espressione di citochine
pro-Th2 come IL-4 ¢ IL-10 ®. Tale sbilanciamento propende
quindi verso la tolleranza immunologica, ulteriormente accentuata
dall'aumentata frequenza della sottopopolazione T regolatoria
(Treg) naive CD25"¢/FOXP3*/CD4" riscontrata nel sangue pe-
riferico dei pazienti con MM®. Tuttavia, persistono delle discor-
danze in letteratura circa la funzionalita e la frequenza dei Treg nel
MM, probabilmente legate alla fonte, al metodo di quantificazione
e all'immunofenotipo utilizzato .

Tra i meccanismi di soppressione immunologica mediata dal MM, un
ruolo importante ¢ rivestito dallasse programmed cell death protein
(PD)-1/PD-ligand (PD-L) 1. PD-1 ¢ un membro della famiglia dei
recettori CD28, espresso sulle cellule T attivate e coinvolto nella re-
golazione della loro omeostasi; il legame di PD-L1 ne limita infatti la
proliferazione, l'attivazione e la produzione di citochine. PD-L1 ¢ over-
espresso sulle cellule di MM ed ¢ stato dimostrato che il trattamento
con anticorpi anti-PD-L1 favorisce la formazione di linfociti T cito-
tossici, dopo stimolazione con IFNY o ligandi dei TLR, bloccando
leffetto inibitorio delle cellule di MM ®. Recentemente, ¢ stato di-
mostrato che interazione delle cellule di MM con le BMSC induce
l'espressione di PD-L1 sulle PC mielomatose, promuovendone la pro-
liferazione e la resistenza ai chemioterapici. Inoltre le cellule T e le cel-
lule NK di pazienti affetti da MM over-esprimono il recettore PD-1
rispetto ai controlli sani, suggerendo quindi I'importanza di tale mec-
canismo nell'immunosoppressione tipica del MM. Un altro fattore
coinvolto nella regolazione dell'omeostasi dei linfociti T & eyroroxic T
lymphocyte-associated antigen (CTLA)-4, membro della famiglia del
CD28. 1l suo legame con CD80/86 espresso sulle DC stimola infatti
il rilascio di IDO da parte delle DC e l'arresto del ciclo cellulare nelle
cellule T. II blocco di CTLA-4 e PD-1/PD-L1 tramite anticorpi mo-
noclonali sembra aumentare la proliferazione delle cellule T effettrici
CD4*/CD8*, il rilascio di citochine antigene-specifiche e I'inibizione
delle funzioni soppressive dei Treg ®.

Altri fattori solubili coinvolti nelle alterazioni immunologiche a carico
delle cellule T sono IL-6 e TGFP ®. Gli elevati livelli di IL-6 prodotta
da BMSC e cellule di MM promuovono infatti il differenziamento

dei linfociti CD4* verso un fenotipo Th2, tramite produzione di IL-
4 e IL-5, ¢ inibiscono la polarizzazione verso il fenotipo Th1. Le cel-
lule di MM producono inoltre elevati livelli di TGFf che sopprime
Pattivazione delle cellule T attraverso l'inibizione del parhway di IL-
2 autocrina e stimola la proliferazione dei linfociti Treg ®V.

Fra le alterazioni immunologiche riscontrate nei pazienti con MM,
recenti studi hanno dimostrato un’elevata frequenza di linfociti Th17
nel midollo osseo e nel sangue periferico, favorita dal microambiente
spiccatamente pro-inflammatorio®. Tale sottopopolazione linfocitaria
¢ responsabile della produzione di alti livelli di IL-17, una citochina
che, oltre a favorire la sopravvivenza delle PC mielomatose soppri-
mendo ['azione dei linfociti T citotossici, risulta essere un mediatore
chiave della malattia ossea nel MM ©%. Un ruolo fondamentale nel-
I'espansione dei Th17, e in particolar modo della sottopopolazione
Th17-1, & giocato dal contatto diretto con le DC presenti nell'infiltrato
tumorale, grazie anche all'esaltata presenza di citochine pro-infiam-
matorie come [L-6, TNFa. e IL-199. I Th17-1 contribuiscono a loro
volta alla formazione, tramite fusione delle DC, di cellule giganti che
riassorbono osso. Aumentati livelli di IL-17a sono stati riscontrati nel
siero midollare di pazienti con MM rispetto a quelli con MGUS ©.
Recenti studi hanno infine dimostrato la presenza di elevati livelli di
myeloid derived suppressor cells (MDSC) nel sangue periferico e nel mi-
dollo di pazienti con MM rispetto ai donatori sani **”.

Le MDSC sono una popolazione eterogenea di progenitori mieloidi
e cellule mieloidi immature capaci di sopprimere la risposta immuni-
taria innata e adattativa, attraverso la produzione di arginasi, reacting
oxygen species (ROS), cicloossigenasi (COX2), inducible nitric oxide
synthase (INOS) e citochine immunosoppressive (IL-10, IL-6). E stata
individuata una popolazione con fenotipo CD11b*CD14 HLA-DR”
/low CD33*CD15" in grado sia di promuovere la crescita tumorale
nel microambiente midollare che di inibire la proliferazione di cellule
T CD4*/CD8*, NKT e DC .

Recentemente ¢ stato inoltre ipotizzato un possibile coinvolgimento
delle MDSC nella progressione della malattia, a seguito del rilascio di
fattori pro-angiogenici come la MMP-9 ® ¢ del loro possibile ruolo
di progenitori per gli OCL ®.

Patogenesi delle alterazioni
del rimodellamento osseo

Le lesioni ossee nei pazienti con MM sono dovute a un’alterazione del
normale rimodellamento osseo che, nelle zone d'infiltrazione plasma-
cellulare, risulta sbilanciato e disaccoppiato. Dal punto di vista fisio-
patologico, due sono i fenomeni che caratterizzano I'alterazione del
rimodellamento osseo tipica del MM: l'esaltata formazione osteocla-
stica e la ridotta formazione osteoblastica '”?. Se da un lato le cellule
di MM stimolano l'osteoclastogenesi, dall’altro gli OCL promuovono
la crescita e la sopravvivenza delle PC mielomatose. Laumentata osteo-

clastogenesi indotta dalle cellule di MM crea infatti un circolo vizioso




tramite il rilascio di numerosi fattori di crescita quali IL-6, chemokine

(C-C motif) ligand (CCL) 3, OPN, BAFF e APRIL %), Al contrario
gli OB hanno un effetto opposto sulle cellule di MM, per cui l'inibi-

zione osteoblastica MM-indotta favorisce la crescita tumorale 17

I meccanismi coinvolti nell'osteoclastogenesi ¢ nella soppressione

osteoblastica indotta dalle cellule dii MM sono riassunti nella Figura 4.

Osteoclastogenesi

I fattore stimolante le colonie monocitarie (M-CSF) e il recepror acti-
vator of nuclear factor-kB ligand (RANKL) sono i pitt important fattori
di crescita e differenziazione per gli OCL, entrambi prodotti dalle BMSC
e dai progenitori osteoblastici presenti nel microambiente osseo V.
M-CSF attiva la via MAPK e regola principalmente la proliferazione
e la sopravvivenza dei precursori osteoclastici; RANKL agisce legandosi
al suo specifico recettore RANK sui progenitori osteoclastici e sugli
OCL maturi promuovendone la differenziazione, la sopravvivenza, e
lattivicd. Lazione di RANKL ¢ normalmente antagonizzata dal suo
recettore decoy solubile, l'osteoprotegerina (OPG) secreta dagli OB
(100, rapporto fra livelli di espressione di RANKL/OPG nel micro-
ambiente osteomidollare rappresenta pertanto il principale fattore che
regola la formazione osteoclastica e conseguentemente il rimodella-
mento osseo. Altre citochine svolgono un ruolo nel processo di osteo-
clastogenesi, come IL-6, IL-1 e TNFo,, che possono stimolare la
formazione degli OCL con meccanismo sia RANKL dipendente che
indipendente, come nel caso del TNFa V. La generazione degli
OCL multinucleati richiede poi chemiotassi e segnali di fusione cel-
lulare: i precursori mononucleati degli OCL secernono chemochine
come CCL3, CCL5, monocyte chemoattractant protein (MCP)-1 e
altri fattori chemiotattici che stimolano la migrazione cellulare attra-
verso i recettori per le chemochine C-C chemokine recepror (CCR)1,
CCR2 e CCRS espressi sulla membrana dei pre-OCL.

Oltre alle BMSC e ai progenitori osteoblastici, anche i linfociti T mo-
dulano osteoclastogenesi attraverso la produzione di RANKL e di
altri fattori pro-osteoclastogenici come IL-6, IL-1, IL-3, IL-7 e cito-
chine inibitorie come IL-4, IL-10 ed in particolare [FNy 1V,

Nei pazienti con MM, il livello di RANKL nel microambiente osseo
¢ aumentato, mentre l'espressione di OPG ¢ ridotta rispetto ai sog-
getti con MGUS o sani %2, In sistemi di co-coltura in vitro, le cellule
di MM up-regolano I'espressione di RANKL e down-regolano la se-
crezione di OPG sia nelle BMSC che nei progenitori osteoblastici®?,
come nei linfociti T midollari "%, dove si osserva un’alterazione del
fisiologico cross-talk fra RANKL e IFNy, con up-regolazione del
primo e inibizione del secondo"®". La produzione diretta dii RANKL

da parte delle cellule di MM ¢ invece minima "2, Lup-regolazione

di RANKL dipende dall’adesione fra cellule di MM e BMSC/OB at-
traverso il sistema integrinico VLA-4/VCAM-1, mentre ['inibizione
della secrezione di OPG dipende anche da un meccanismo di rilascio
di fattori solubili "?. La riduzione dei livelli di OPG ¢ inoltre dovuta

al ridotto numero di OB presenti nel microambiente e alla degrada-
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zione diretta da parte delle cellule di MM attraverso il sindecano-
1 di superficie . Studi in vivo hanno confermato un over-espres-
sione di RANKL in BMSC/OB e nei linfociti T midollari nei
pazienti con MM e lesioni litiche rispetto a pazienti senza lesioni
ossee 12, Infine & stato dimostrato come i livelli di RANKL nel
sangue periferico e midollare siano elevati nei pazienti con MM,
rispetto ai controlli, ¢ il rapporto RANKL/OPG correli con la pre-
senza di malattia ossea avanzata 1%, Le cellule di MM possono
inoltre attivare ['osteoclastogenesi direttamente, tramite la produ-
zione di CCL3, una chemochina che interagisce con i recettori
CCR1 e CCRS presenti sugli OCL!". Lover-espressione dii CCL3
correla con la presenza di lesioni litiche nei pazienti con MM"%),

cosi come elevati livelli sierici di CCL3 sono stati riscontrati nei
pazienti con MM con malattia ossea, rispetto a quelli senza lesioni
radiologicamente visibili 7. Altri fattori solubili coinvolti nel-
I'osteoclastogenesi e nell’alterazione del rimodellamento osseo
MM-indotte sono IL-3, secreta dalle PC maligne e dalle cellule T,
che induce la differenziazione degli OCL in combinazione con
RANKL %), e IL-7, prodotta dalle cellule dii MM, che stimola la
produzione di RANKL dai linfociti T 1%). Inoltre ¢ stato studiato
anche il ruolo di IL-17 e di IL-23. IL-17 ¢ una citochina in grado
di attivare gli OCL inducendo la produzione di RANKL “9, pro-
dotta dai linfociti Th17 il cui reclutamento nel microambiente dei
pazienti con MM ¢ favorito dall’'up-regolazione di CCL20 1!V,

Nonostante in condizioni fisiologiche IL-23 limita il r1assorb1—
mento osseo, in condizioni fisiopatologiche ha un effetto stimo-
lante sulla formazione di OCL, principalmente attraverso
l'induzione di RANKL da parte dei linfociti T e la differenziazione
del sottogruppo dei Th17 con la produzione di IL-17 2. E pos-
sibile che gli alti livelli di questa citochina contribuiscano all’au-
mentata osteoclastogenesi attraverso I'espansione di Th17 nei
pazienti con MM, Lactivina A ¢ un membro della famiglia del
TGEFp ed ¢ stata recentemente identificata come fattore coinvolto
nel disaccoppiamento osteoclastico-osteoblastico nel MM %),
Lactivina A, infatti, promuove il differenziamento degli OCL e
inibisce quello degli OB "', Le BMSC midollari e gli OCL sono
le maggiori sorgenti di activina A e, a loro volta, le cellule dii MM
ne up-regolano l'espressione da parte delle BMSC. Inoltre, nei pa-
zienti con MM, alti livelli di activina A sono associati ad un avan-

zato danno osseo 19,

Soppressione osteoblastica

La ridotta neoformazione ossea nel MM ¢ principalmente dovuta a
un blocco del processo differenziativo osteogenico delle BMSC indotto
dalla presenza nel microambiente osseo delle cellule dii MM, attraverso
numerosi meccanismi molecolari ®%%, La formazione osteoblastica
dalle BMSC in condizioni fisiologiche ¢ regolata da sistemi ormonali
come paratormone, estrogeni e glucocorticoidi e da fattori di crescita

locali, fra cui la famiglia della proteina morfogenetica ossea (BMP), il




TGER e il bFGF-2 M. Queste molecole attivano specifici segnali in-
tracellulari che modificano lespressione e lattivita di diversi fattori di
trascrizione promuovendo la differenziazione osteoblastica!™. Runx2,
chiamato anche Cbfal 0 AML3, ¢ il principale fattore di trascrizione
che regola il commitment osteoblastico e la differenziazione osteogenica
delle BMSC "9, La differenziazione degli OB umani ¢ associata prin-
cipalmente a un'aumentata attivitd di Runx2 7 che induce, durante
i differenti stadi di maturazione degli OB, I'espressione dei marcatori
osteoblastici quali il collagene I, la fosfatasi alcalina (ALP) e l'osteo-
calcina""”. Sia lespressione che lattivita di Runx2 sono strettamente
regolate da altri fattori di trascrizione come anche da interazioni pro-
teina-DNA o proteina-proteina !"®!7, Diversi studi hanno inoltre di-
mostrato che il Wnt signaling gioca un ruolo critico nella regolazione

118,119

della formazione osteoblastica "%, La via di segnalazione canonica

del Wnt signaling ¢ attivata da Wnt 1/3a che attraverso i recettori /-
poprotein receptor-related protein (LRP) stimola la fosforilazione del
complesso lycogen synthase kinase (GSK3)/Axina, portando alla stabi-
lizzazione e traslocazione nucleare della 3-catenina defosforilata, che

819 Dyverse

in seguito attiva il sistema di trascrizione Lef1/TCF
molecole regolano negativamente la via di segnalazione canonica del
Wnt inducendo la fosforilazione e la conseguente degradazione della
[-catenina. Le proteine Dickkopfs (DKK), che comprendono DKK-
1, secreted frizzles related proteins (sFRP), come sFRP1-2-3-4, e il Wnt
inbitory factor (Wif-1), sono i principali inibitori solubili della via ca-
nonica di Wnt, che bloccano il differenziamento degli OB in uno sta-
dio precoce e inducono la morte delle cellule immature 111,
I modelli in vivo supportano il ruolo della via di segnalazione canonica

(118,119

di Wnt nella regolazione della massa ossea ) sebbene recenti ri-
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Figura 4 — Patogenesi delle alterazioni del rimodellamento osseo nel mieloma. Meccanismi coinvolti nell'esaltata formazgione ed attivitis osteoclastica e nell'inibizione della
neoformazione ossea, indotte dalle cellule di mieloma multiplo (MM) nel midollo osseo. Linterazione tra le cellule di MM e le cellule del microambiente, attraverso il con-
tatto cellulare ed il rilascio di fattori solubili, determina ['attivazione dell vsteoclastogenesi e linibizione del differenziamento osteogenico.

Abbreviazioni: cellule stromali midollari (BMSC); osteoblasti (OB); osteoclasti (OCL); progenitori osteoblastici (Pre-OB). A proliferation-inducing ligand (APRIL); B-cell
activating factor (BAFF); chemokine (C-C motif) ligand (CCL); C-C chemokine receptor (CCR); dickkopf-related protein (DKK); hepatocyte growth factor (HGE); inter-
ferone (IFN); interleuchina (IL); lipoprotein receptor-related protein (LRP); metalloproteasi (MMP); osteoprotegerina (OPG); osteopontina (OPN); receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand (RANKL); receptor tyrosine kinase-like orphan (Ror); runt-related transcription factor (Runx); secreted frizzled-related protein (sFRP); scle-
rostina (SOST); vascular cell adhesion molecule (VCAM); very late antigen (VLA).
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sultati in vitro ottenuti su cellule mesenchimali umane indichino che
l'attivazione della via canonica del Wnt tramite il Wnt3a sopprima la
differenziazione osteogenica, mentre l'attivazione della via non-cano-
nica di Wnt mediante Wnt5a ne stimoli il differenziamento osteoge-
nico 12V, Teffetto pro-osteogenico del Wnt5a sarebbe mediato
dall’attivazione e omo-dimerizzazione del recettore Ror2 nelle stesse
cellule osteoprogenitrici **?. Il meccanismo di soppressione del diffe-
renziamento osteoblastico da parte delle cellule dii MM vede coinvolte
le sopra citate vie molecolari. In sistemi di co-coltura in vitro, le cellule
di MM sopprimono l'osteoblastogenesi inibendo I'attivita di Runx2
nelle cellule staminali mesenchimali e osteoprogenitrici "% tale effetto
¢ mediato principalmente dal contatto cellulare tra cellule dii MM e
cellule osteoprogenitrici attraverso il sistema integrinico VLA-
4/VCAM-1 o altre interazioni come NCAM-NCAM (CD56) 124,
La riduzione del numero di OB nei pazienti con lesioni osteolitiche &
inoltre associata a una diminuzione significativa della percentuale di
OB positivi a Runx2 1%, La soppressione dell’attivita di Runx2 da
parte delle cellule di MM ¢ mediata anche da fattori solubili quali IL-
7, nota per avere un effetto inibitorio sull’attivita del promotore di
Runx2 e sull'espressione di marcatori osteoblastici negli OB 9. Re-
centemente ¢ stato dimostrato come la ridotta attivita ed espressione
di Runx2 nelle BMSC e OB nei pazienti con MM dipenda dall'up-
regolazione indotta da IL-7 ¢ TNFo di un fattore trascrizionale con
attivita repressoria, chiamato Gfil "». Il possibile coinvolgimento
di IL-7 nella soppressione osteoblastica ¢ infine supportato dal riscon-
tro di elevati livelli midollari di IL-7 nei pazienti con MM rispetto a
soggetti sani di controllo " e dalla capacita di anticorpi bloccanti
anti-IL-7 di revertere gli effetti inibitori delle cellule dii MM sul dif-
ferenziamento osteogenico Y. Altro fattore solubile coinvolto nella
soppressione osteoblastica indotta dalle cellule di MM ¢ HGE, pro-
dotto direttamente dalle cellule di MM, che inibisce I'osteoblastogenesi
indotta da BMP-2 e I'espressione di ALP e dei fattori di trascrizione
Runx2 e Osterix (Osx) nelle BMSC (29, IL-3 ¢ stata riportata come
possibile inibitore osteoblastico nel MM %), La presenza di tale cito-
china, a concentrazioni paragonabili a quelle riscontrabili nel plasma
midollare dei pazienti con MM, inibisce indirettamente la formazione
degli OB, senza influenzare la crescita cellulare; tale meccanismo sem-
bra essere mediato dai monociti/macrofagi. I livelli midollari di IL-3
risultano aumentati in circa il 70% dei pazienti dii MM rispetto ai con-
trolli sani o a pazienti con MGUS "), Il ruolo degli inibitori della via
di Wnt nella soppressione dell'osteoblastogenesi nel MM ¢ dimostrato
dalla correlazione fra la presenza di lesioni focali ossee nei pazienti con
MM e Pover-espressione di DKK-1 da parte delle cellule CD138 po-
sitive 1), Elevati livelli di DKK-1 nel midollo osseo e nel sangue pe-
riferico, sono stati anche correlati con la presenza di lesioni ossee 129
E interessante perd notare che i pazienti con malattia avanzata, cosi
come le linee cellulari dii MM, non esprimono DKK-11%7, suggerendo
che DKK-1 possa essere correlato con lo sviluppo di lesioni osteolitiche
nelle fasi iniziali della malattia. Le cellule di MM producono anche
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altri inibitori della via canonica di Wnt, tra cui sFRP-3, detto anche
FRZB, e sFRP-2 1?9, FRZB ¢ un gene over-espresso dalle cellule
CD138* nei pazienti con MM rispetto ai pazienti con MGUS e i li-
velli plasmatici midollari della proteina sono pits elevati in quei pazienti
che presentano lesioni ossee rispetto a quelli senza coinvolgimento

(128 E stato inoltre riportato che l'attivazione della via ca-

scheletrico
nonica di Wnt nel microambiente ¢ in grado di bloccare lo sviluppo
di lesioni ossee e la crescita di cellule di MM %), E interessante perd
notare come 'effetto degli anticorpi anti DKK-1 sia indipendente dalla
produzione o meno di DKK-1 da parte delle cellule dii MM sugge-
rendo come l'effetto positivo sul rimodellamento osseo del blocco di
DKK-1 sia dovuto a un effetto sulla produzione di DKK-1 da parte
del microambiente stesso, piuttosto che a un effetto sulla produzione
di DKK-1 da parte delle cellule di MM . Dato che ¢ stato dimo-
strato che il differenziamento osteogenico delle BMSC ¢ indotto dalla
via non canonica di Wnt, piuttosto che dalla via canonica, recenti
studi hanno mostrato come le cellule di MM riescano a bloccare la
via non canonica di segnalazione di Wnt, inibendo l'espressione del
recettore di WntSa, Ror2, nei progenitori osteoblastici umani V.
Queste osservazioni in vitro sembrano suggerire come sia la via non
canonica, piuttosto che quella canonica a essere inibita nel microam-
biente midollare da parte delle cellule di MM, e che questa sia coin-
volta nell'inibizione del differenziamento osteogenico nel MM,
Diversi studi suggeriscono anche un possibile effetto diretto sulle
cellule osteoblastiche mature da parte delle cellule di MM, che ini-

132 Tnoltre

biscono la loro proliferazione e up-regolano I'apoptosi ¢
gli OB ottenuti da pazienti affetti da MM con lesioni ossee estese
sembrano essere maggiormente suscettibili all'apoptosi rispetto a
quelli ottenuti da pazienti senza lesioni ossee *. Oltre ad indurre
apoptosi osteoblastica le cellule di MM sensibilizzano, infatti, le cel-
lule osteoblastiche stesse alla morte cellulare mediata da TRAIL (33
Oltre all’effetto diretto sugli OB, recenti studi hanno dimostrato un
effetto delle cellule di MM sulla sopravvivenza delle cellule osteoci-

134

tarie 139, Gli osteociti, elementi terminali della linea osteoblastica

controllano, come noto, 'omeostasi minerale e dell’osso secernendo
DKK-1, RANKL e sclerostina (SOST), una molecola che lega i co-
recettori LRP4, LRPS e LRP6, inducendo soppressione della proli-
ferazione e della funzionalita osteoblastica 3. Queste cellule sono
in grado, inoltre, di regolare il rimodellamento osseo tramite mecca-
nismi di morte cellulare e apoptosi, che innescano la formazione di
OCL ed il riassorbimento osseo 3. Nei pazienti affetti da MM &
stato riscontrato un incremento della mortalitd osteocitaria con un
maggior numero di lacune ossee vuote rispetto ai soggetti sani e in

139 Studi in vitro confermano

relazione alla presenza di lesioni ossee ¢
che le cellule di MM inducono un incremento della mortalita osteoci-
taria e in sistemi di co-coltura con cellule pre-osteocitarie, up-regolano
chemochine pro-osteoclastogeniche come CCL3, IL-11 e MMP-1 134,
In conclusione, la delucidazione della patogenesi della malattia ossea

(Figura 4) ha portato all'identificazione di nuovi target terapeutici.
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Fattori prognostici
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Introduzione

Il mieloma multiplo (MM) ¢ una malattia ematologica caratterizzata
da una proliferazione anormale di plasmacellule midollari e da una
sovrapproduzione di immunoglobuline. Negli ultimi anni, grazie
alle nuove terapie adottate sia in induzione che in recidiva, si sono
ottenuti dei risultati molto promettenti sia in termini di sopravvi-
venza libera da progressione di malattia (PES) che di sopravvivenza
globale (OS). Malgrado questi risultati, pero, la prognosi non ¢ la
stessa per tutti i pazienti. Questa variabilita ¢ legata principalmente
all'eterogeneita clinica e biologica del MM che ¢ responsabile del-
I'evoluzione della malattia verso una forma terminale di resistenza-
refrattarietd ai farmaci disponibili. Per stratificare i pazienti e adattare
il trattamento in base alle loro caratteristiche, sarebbe molto vantag-
gioso avere a disposizione dei parametri clinici o di laboratorio con
un ruolo prognostico definito.
Molti sono gli studi condotti sui fattori prognostici che possiamo
classificare come segue:
* fattori prognostici correlati all'ospite
* fattori prognostici correlati alla massa tumorale
* fattori prognostici correlati alla presentazione della malattia

¢ alle sue complicazioni
* fattori prognostici correlati alla biologia del mieloma

* risposta alla terapia

Fattori prognostici correlati all’ospite

Il performance status e I'eta hanno un ruolo prognostico importante
nel MM. Blade et al. ha dimostrato che i pazienti con un'eta >70
anni hanno una mediana di sopravvivenza globale inferiore ai 2 anni
rispetto a quella dei pazienti pilt giovani che & superiore ai 3 anni .
Ludwig et al. in uno studio controllato internazionale riporta una
prognosi migliore per i pazienti con un'etd inferiore ai 50 anni .
I gruppo di Torino, in una metanalisi che includeva 1.435 pazienti
arruolati in quattro trial europei ha dimostrato che I'eta avanzata
(=75 anni), l'insufficienza renale, I'insorgenza di complicanze car-

diache severe, le infezioni, le complicanze gastrointestinali e I'inter-

ruzione del trattamento sono predittivi di una sopravvivenza piu
breve 9. In uno studio condotto su pazienti ottuagenari, Dimopou-
los et al. ha dimostrato che questi pazienti presentano una malattia
di solito in fase molto pili avanzata dei pazienti pil1 giovani (anemia,
alto ISS, insufficienza renale, performance status scadente), con
ur’incidenza di mortalitd precoce del 14%, principalmente dovuta
alle infezioni e alle complicanze associate all'insufficienza renale.
Nello stesso lavoro, pero, se veniva esclusa la mortalita precoce, la
terapia era in grado di migliorare significativamente la sopravvivenza.
Questo indica che la prognosi dei pazienti molto anziani pud cam-
biare in modo radicale se si interviene rapidamente con una terapia

adeguata che includa i nuovi farmaci @.

Fattori correlati alla massa tumorale

Nel corso degli anni, sono stati proposti molti sistemi di stadiazione.
Fin dal 1975 la stadiazione di Durie & Salmon ¢ stata adottata come
standard per 'inquadramento dei pazienti affetti da mieloma all’esor-
dio ®. Malgrado il suo uso diffuso e prolungato nel tempo non c’& ac-
cordo sul reale ruolo prognostico. Basandosi sullimportanza della
SP2M e dell’albumina sierica (SA), I International Myeloma Working
Group (IMWG) ha sviluppato [ International Staging System (ISS) ©.
Questo sistema, ottenuto grazie a uno studio cooperativo su 11.171
pazienti diagnosticati in 17 istituzioni di tutto il mondo, si basa su
due semplici test di laboratorio e permette di stratificare i pazienti
identificando tre gruppi che mostrano mediane di sopravvivenza si-
gnificativamente diverse (62, 44 e 29 mesi). Questa classificazione &
riproducibile su pazienti di qualunque eti e provenienza geografica,
in pazienti trattati con terapia convenzionale o ad alte dosi. Malgrado
questi vantaggi oggettivi, 'ISS presenta delle importanti limitazioni.
In particolare, il gruppo di rischio III & molto eterogeneo in quanto
sono inclusi pazienti che mostrano valori alterati di Sp2M anche per
problemi renali indipendenti dalla malattia di base. L'ISS, quindi,
non pud essere usato per stratificare il rischio a fini di definizione
della terapia e non riesce a rispecchiare esattamente la massa tu-

morale 7. Hari et al., inoltre, ha dimostrato che, nel setting di pa-




zienti sottoposti al trapianto, I'ISS non aggiunge nulla in termini di
predittivita rispetto alla stadiazione di Durie & Salmon ®. Per cercare
di superare questi limiti sono stati fatti alcuni tentativi di combinare
le informazioni derivate dal sistema ISS con altri parametri. In un
lavoro recente dell IMWG si ¢ riusciti a identificare tre gruppi di pa-
zienti con una sopravvivenza significativamente diversa combinando
I'ISS con alcune alterazioni cromosomiche in FISH [del(13), t(4;14),
del(17p), t(11;14) and t(14;16)]. I pazienti ad alto rischio che pre-
sentavano un ISS II o IIT e la presenza della t(4;14) e/o della dele-
zione del 17p13 avevano una mediana di sopravvivenza di circa 2
anni mentre gli altri (ISS I o IT e assenza di alterazioni in FISH) mo-
stravano una sopravvivenza a 5 e 10 anni del 70% e 51% rispettiva-
mente ©). Uno sforzo ulteriore ¢ stato fatto nello studio di Moreau
etal. "0 al fine di identificare i pazienti ad alto rischio di morte legata
a una progressione precoce. Lo score di rischio & basato su tre varia-
bili con peso prognostico indipendente [LDH, ISS3 ¢ la presenza di
t(4;14) elo del(17p)] che hanno permesso di classificare 4 classi di
rischio (da 0 a 3). Pazienti con uno score di 3, definite dalla presenza
di t(4;14) e/o del(17p) in combinazione con ISS III e/o valori di
LDH superiori al normale hanno una prognosi infausta anche se
trattati con schemi di terapia che includono il bortezomib 7.

Fattori correlati alla presentazione
della malattia e alle complicanze

Linsufficienza renale ¢ una complicanza comune nel MM: la sua in-
cidenza non ¢ molto cambiata nell’'ultima decade nonostante I'in-
cremento nel numero di pazienti con etd avanzata, che come
sappiamo ¢ associato a un aumentato grado di insufficienza renale.
Pertanto, dopo aver aggiustato per I'etd, l'incidenza della malattia
renale all’esordio sembra diminuita V. Linsufficienza renale & asso-
ciata a una sopravvivenza pitt breve, un'aumentata incidenza di effetti
collaterali da farmaci e a una maggiore incidenza di mortalita precoce

12 che aumenta in relazione

(entro i primi sei mesi dalla diagnosi)
alla gravita dell'insufficienza renale. Infatti, si va dal 12% nei pazienti
con insufficienza renale severa, al 7% se moderata, al 3% se lieve o
con funzionalitd normale (p <0.001) . Nello studio, Dimopoulos
etal., confrontando 'outcome di pazienti trattati in periodi differenti
ha dimostrato che, malgrado si osservi un miglioramento, la soprav-
vivenza globale dei pazienti con insufficienza renale moderata o grave
rimane pitt breve ™. La possibilita di recuperare 'insufficienza renale
in pazienti affetti da MM varia dal 20%, che si otteneva con la tera-
pia convenzionale in passato ¥, al 70% osservato in studi pitt recenti
con I'adozione dei nuovi farmaci 419, Blade et al ha identificato tre
parametri associati alla possibilita di recupero della funzionalita re-
nale: creatinina inferiore a 4 mg/dl, proteinuria delle 24 ore inferiore
a1 g e una calcemia sierica >11,5 mg/dl 19\ E importante conside-
rare che la sopravvivenza dei pazienti che recuperano la funzione re-
nale ¢ simile a quella di coloro che mostrano una funzionaliti nella

1319 Tn uno studio retrospettivo, Dimopoulos

norma fin dall’esordio ¢
et al " ha osservato un miglioramento della funzionalita renale nel
77% dei pazienti trattati con bortezomib, nel 55% con talidomide
e nel 43% con lenalidomide. La combinazione del bortezomib con
il desametasone ad alte dosi si associava a un tempo piti breve alla
risposta renale. In pidl, se all'induzione con uno schema contenente
bortezomib si fa seguire una terapia ad alte dosi con trapianto auto-
logo di cellule staminali periferiche si annulla il peso prognostico ne-
gativo dell'insufficienza renale 9. E quindi chiaro che, anche in
questo caso, una terapia precoce ¢ adeguata produce un migliora-
mento significativo della prognosi.

La presenza di malattia extramidollare alla diagnosi ¢ da sempre asso-

17,18,19,20

clata nei pazienti con MM a una prognosi infausta ¢ ). Lincidenza

di malattia extramidollare all'esordio varia dal 7 al 18% (182020; yn

18,20,21)

6-20% si osserva poi nel corso della malattia ¢ . E stato anche

ipotizzato che la ricaduta extramidollare sia pili frequente nei pazienti

(22,23)

sottoposti a trapianto allogenico ** o trattati con i nuovi farmaci

(242520 sebbene questa ultima ipotesi non sia stata confermata in
altri studi @ Inoltre, il rischio di sviluppare una progressione extra-
midollare aumenta nei pazienti che presentavano gia all'esordio una
localizzazione extramidollare con un rischio 13 volte piti alto rispetto
a coloro che avevano una presentazione di malattia diversa ®. Questo
supporta l'idea che alcune caratteristiche intrinseche del clone neo-
plastico o del microambiente midollare piuttosto che le terapie effet-
tuate possano essere responsabili delle progressioni extramidollari. La
presenza di una malattia extramidollare in qualunque momento della
storia di un paziente rappresenta un fattore prognostico negativo in ter-
mini di sopravvivenza libera da progressione di malattia e globale ®”.
Ladozione di programmi di terapia ad alte dosi pud annullare I'im-
patto negativo di una malattia extramidollare all'esordio 2"V

Per quanto riguarda i farmaci nuovi, il bortezomib e la lenalidomide
ma non la talidomide sembrano avere un’efficacia nelle progressioni

77238, Al contrario, la presenza di una leucemizzazione

extramidollari
alla diagnosi ha una prognosi infausta con una PFS di 0,8 mesi e
una OS di 1,8 anni che non ¢ cambiata in modo sostanziale con I'in-

troduzione dei piltt moderni approcci terapeutici @,

Fattori correlati alla biologia
del tumore

1l plasma cell labeling index (PCLI) & un test che misura lattivita pro-
liferativa delle plasmacellule neoplastiche del mieloma ©V. Il princi-
pio che sottende questo test & che le cellule che si trovano in fase S
incorporano la bromodeossiuridina, che poi ¢ coniugata con un an-
ticorpo monoclonale specifico (BU-1). Sebbene parecchi studi ab-
biano dimostrato il ruolo prognostico negativo del labeling index nei
pazienti con MM ®*39, il suo uso ¢ molto limitato per il fatto che
pochi laboratori eseguono questo test e che non ¢ facilmente ripro-
ducibile. Il ruolo della citomorfologia delle plasmacellule ¢ stato af-




frontato in vari studi e la presentazione con caratteristiche plasma-
blastiche ¢ stata riportata come un fattore prognostico negativo,
anche se su questo aspetto non ci sono interpretazioni univoche 9.
Anche elevati livelli di LDH pre-terapia sono stati associati a una so-
pravvivenza inferiore in pazienti sottoposti a terapia convenzionale
0 a nuovi agenti biologici >3,

Le anomalie cromosomiche nel MM sono molto complesse e, se si
ricorre alle tecniche pili recenti, ¢ possibile riscontrarne nella mag-
glor parte dei pazienti ®”. La presenza di anomalie citogenetiche da
sempre ¢ associata a un mieloma con un pit alto indice proliferativo
e con un outcome peggiore. La presenza, ad esempio, di alterazioni
come la del(13), la t(4;14), e la del(17p) sono associate a una mi-
nore durata della risposta alla terapia e a ridotte sopravvivenze libere
da malattia e globale ®®. C’¢ da dire perd che i dati relativi all'in-
terpretazione del peso prognostico di queste variabili non ¢ sempre
univoco. La del(13), ad esempio, se isolata in FISH non ha un peso
prognostico negativo che invece esprime quando viene riscontrata
in associazione con la t(4:14) la del(17p). Anche il ruolo della t(4;14)
puo cambiare in particolari situazioni cliniche. I pazienti, infatti, che
hanno valori di emoglobina superiori a 10 g/l e di beta-2 microglo-
bulina inferiori a 4 mg/l mostrano un outcome migliore ®. Anche i
dati sulla t(14;16) e sulle alterazioni del cromosoma 1q21 (1q21p)
sono contrastanti. Alcuni studi, infatti, riportano dati che dimo-

strano un loro ruolo prognostico negativo indipendente “0442

(@349, La presenza della del(17p), invece, rappre-

mentre altri no
senta sempre un fattore prognostico negativo riducendo il tempo
alla progressione e la sopravvivenza e aumentando la resistenza ai
farmaci .

Tutto questo quadro, inoltre, negli ultimi anni sta cambiando ulte-
riormente dopo l'introduzione nella pratica clinica dei nuovi farmaci.
Studi recenti, ad esempio, hanno dimostrato che gli schemi di terapia
di induzione che includano il bortezomib, in particolare se associato
al desametasone ad alte dosi, annullano il ruolo prognostico negativo
della maggior parte delle anomalie cromosomiche sopra descritte, in
particolare della del(13) e della t(4;14), come pure dell’ISS sia nei
pazienti candidati al trapianto che non “0474849),

Anche se in misura minore, ci sono delle evidenze anche per la lena-
lidomide. Alcuni studi, infatti, dimostrano che pazienti ad alto ri-
schio con anomalie cromosomiche o ISS avanzato se trattati con
lenalidomide in combinazione con melfalan e prednisone o con de-
sametasone mostrano sopravvivenze sovrapponibili a quelle dei pa-
zienti a basso rischio, sia in induzione ®” che in recidiva “>*, Questi
risultati suggeriscono che, allo stato attuale dello studio, le anomalie
cromosomiche se usate da sole hanno un peso prognostico limitato.
Gene expression profiling (GEP) fornisce informazioni sul livello di
espressione di grandi numeri di geni associati con caratteristiche sa-
lienti della malattia come la capacita proliferativa, I'apoptosi, la re-

sistenza ai farmaci. Sebbene in letteratura esistano gia evidenze di

Fattori prognostici

correlazioni fra alcuni profili genomici e alcuni sottogruppi clinici

5253) |a loro uti-

di mielomi o alcune caratteristiche di presentazione ¢
lita prognostica ¢ ancora in via di definizione. Questo insieme alla
scarsa riproducibilita dei risultati e all'evidente difficolta nell'inter-
pretazione dei risultati da parte dei clinici fa si che, al momento,
queste tecniche abbiano piti un interesse in ambito di ricerca e che
non siano, allo stato attuale, utili nella pratica clinica 5.

La situazione ¢ pressoché sovrapponibile per quanto riguarda i poli-
morfismi nucleotidici (SNP) studiati nel mieloma relativamente alle
regioni cromosomiche 2p, 3p, 6p, 7p, 17p, and 11q ®**”¢ lo studio
delle mutazioni geniche studiate con il sequenziamento genomico ***

per i quali un ruolo prognostico ¢ ancora tutto da definire.

Risposta alla terapia

Ci sono parecchie evidenze in letteratura che supportano I'ipotesi
che Pottenimento di una remissione completa (RC) sia un impor-
tante surrogato per il miglioramento della sopravvivenza 16269,
Alcuni studi suggeriscono anche che non ¢ tanto l'ottenimento della
risposta completa quanto la sua durata nel tempo a garantire un mi-

(4669 1] principio comunque ¢ che tanto

glioramento dell'outcome
pilt profonda ¢ la risposta ottenuta, tanto piti lunghe sono la PES e
I'OS. Alcuni studi, infatti, hanno dimostrato che i pazienti che ot-
tengono una risposta completa stringente (stringent complete response,
sCR), con la normalizzazione del rapporto delle catene leggere libere
sieriche e la scomparsa all immunofenotipo delle cellule clonali %),
0 ancora meglio una risposta molecolare, con I'assenza di cloni neo-
plastici identificabili alla PCR 7%, hanno una sopravvivenza signi-
ficativamente migliore di quelli con una risposta completa.

Infine, in uno studio recente, la combinazione dell’ISS all’esordio
con la risposta alla terapia valutata dopo il trapianto permetteva la
distinzione dei pazienti in tre gruppi a differente rischio di progres-

sione 7V,

Conclusioni

Il MM ¢ una malattia neoplastica molto complessa da un punto di
vista biologico e questo ¢ confermato dalla moltitudine di anomalie
cromosomiche identificate con studi molecolari che sottendono al-
I'enorme eterogeneita clinica di questa malattia. Questa difficolta di
definizione, la notevole e variegata espressivita clinica della malattia
e l'inguaribilica della stessa hanno rappresentato i motivi di una no-
tevole attenzione e di molti studi volti a identificare parametri clinici
o di laborarorio che potessero permettere di adattare le terapie a di-
versi gruppi di pazienti. Limpossibilita di identificare pathway mo-
lecolari con i quali poter interferire con farmaci target ci costringe
ancora oggi, malgrado I'introduzione di nuovi farmaci biologici, a
intervenire sulla malattia in modo aspecifico senza riuscire a ottenere,
a parte pochi casi aneddotici, la guarigione.

Allo stato attuale delle cose, quindi, I'utilita di avere disponibili dei




fattori di prognosi sarebbe di poter prospettare ai pazienti un possi-
bile scenario della malattia dal momento che, certamente, non siamo
nella condizione di modulare la scelta terapeutica sulla base della
presentazione di alcuni parametri di malattia. Siamo quindi in una
fase in cui dobbiamo offrire a tutti indistintamente programmi te-
rapeutici che possano garantire il massimo dell’efficacia con una tos-
sicita accettabile. In sintesi:

* la maggijor parte dei fattori prognostici adottati nella pratica clinica (eta,
ISS, LDH, del(13), la t(4;14)) sono annullati dalle nuove terapie;

* la del(17p) rappresenta un fattore prognostico negativo indipen-
dente dall'adozione dei nuovi farmaci. La presenza della del(17p)
se presente in pitt del 60% delle plasmacellule rappresenta uno di
quei casi, insieme alla leucemia plasmacellulare, in cui considerare

un trapianto allogenico in prima linea nei pazienti piti giovani;
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Introduzione

Il mieloma multiplo (MM) ¢ una discrasia plasmacellulare carat-
terizzata dalla proliferazione incontrollata di plasmacellule mono-
clonali, responsabile di una significativa immunosoppressione e di
numerosi danni d’organo. Negli ultimi anni sono stati fatti signi-
ficativi progressi nel trattamento del MM, sia nel paziente giovane
(etd inferiore o uguale ai 65 anni) che nel paziente anziano.

Nel paziente giovane, la terapia standard comprende un'induzione
di 3-4 cicli, seguita da chemioterapia per la mobilizzazione e la rac-
colta delle cellule staminali periferiche e successivo trapianto au-
tologo delle cellule staminali (ASCT), condizionato con melfalan
alla dose di 200 mg/m?. Questo schema di trattamento ha infatti
dimostrato di essere superiore alla chemioterapia convenzionale sia
in termini di sopravvivenza libera da progressione, sia in termini
di sopravvivenza globale 1.

Negli ultimi anni, i nuovi farmaci immunomodulanti (lenalido-
mide e talidomide) e I'inibitore del proteasoma (bortezomib) sono
stati introdotti nei regimi di induzione, consolidamento e mante-
nimento per il trattamento sia dei pazienti eleggibili alla terapia ad
alte dosi e ASCT, sia nei pazienti anziani, in combinazione con i
chemioterapici convenzionali. Infatti, nel paziente anziano, non
candidabile all’ASCT, la terapia standard include un’induzione di
9 cicli con melfalan-prednisone-talidomide o melfalan-prednisone-
bortezomib.

Infine, si ¢ assistito anche ad un miglioramento della terapie di
supporto e della gestione degli eventi avversi . Tali progressi si
sono tradotti in un significativo miglioramento sia delle risposte
che della sopravvivenza globale dei pazienti. Tuttavia, remissioni
di lunga durata sono rare e il MM rimane una patologia incurabile,
per cui anche i pazienti che hanno ottenuto una buona risposta
con la terapia di prima linea, nella maggior parte dei casi vanno
incontro a recidiva. Questo ¢ ancor piti evidente per i pazienti an-
ziani, non candidabili al’ASCT. Il mieloma ¢ infatti caratterizzato
da periodi di remissione e recidiva della patologia, fino a quando
la malattia in stadio avanzato diventa refrattaria alla terapia ©.

La maggior parte dei pazienti va incontro a recidiva per l'esistenza
di cellule mielomatose clonali residue che persistono anche nei pa-
zienti che clinicamente hanno raggiunto una remissione completa.
Pertanto, la ricerca clinica si sta focalizzando sull'identificazione di
un approccio terapeutico che sia in grado di sopprimere cellule
mielomatose residue e quindi dilazionare la progressione della pa-
tologia.

Terapia continuativa

[ regimi terapeutici contenenti nuovi farmaci come talidomide, le-
nalidomide e bortezomib si sono dimostrati efficaci in pazienti af-
fetti da MM alla diagnosi e alla recidiva. Tuttavia, la durata
ottimale del trattamento non ¢ stata ancora definita.

In questo contesto, si sta valutando il ruolo di una terapia conti-
nuativa (o di mantenimento) con nuovi farmaci come strategia per
un controllo a lungo termine della malattia, in grado di mantenere
le risposte ottenute, ottimizzare la remissione, ridurre le probabilita
di recidiva e, in ultimo, prolungare la sopravvivenza.

Il mantenimento della risposta ottenuta ¢ particolarmente impor-
tante nei pazienti anziani, che rappresentano i due terzi della po-
polazione affetta da MM ©, in cui risulta pitt difficoltoso scegliere
la terapia ottimale da utilizzare alla recidiva, sia a causa dell’eta che
delle comorbilita di cui spesso soffrono.

Il ruolo della terapia di mantenimento nel trattamento del MM ¢
stato investigato per pitt di 30 anni, ma evidenze di un chiaro bene-
ficio sono emerse solo recentemente. Tentativi preliminari di man-
tenimento con chemioterapia convenzionale hanno fallito nel
dimostrare un miglioramento in termini di sopravvivenza, rispetto
ai pazienti che non avevano ricevuto alcuna terapia di mantenimento
), Risultati contradditori sono invece emersi sul ruolo di una terapia
steroidea continuativa ®. Infine, l'utilizzo prolungato dell'interfe-
rone non si ¢ tradotto in un miglioramento dell'outcome dei pazienti
affetti da MM, oltre ad associarsi ad una scarsa tolleranza e un'im-
portante tossicita . Lavvento dei nuovi farmaci, talidomide, lena-

lidomide e bortezomib, e la disponibilia di formulazioni orali, ha




recentemente dato lopportunita di ridimensionare il concetto di te-
rapia “di mantenimento” o continuativa. Numerosi studi randomiz-
zati hanno evidenziato un vantaggio in termini di risposta,
sopravvivenza libera da progressione (progression-free survival, PES),

e perfino sopravvivenza globale (overall survival, OS).

Talidomide

La somministrazione orale e la bassa percentuale di tossicita ema-
tologica rendono la talidomide un farmaco adatto ad un utilizzo
continuativo. Leffetto della talidomide in mantenimento ¢ stato
investigato in trial clinici principalmente nei paziente giovani can-
didabili al trapianto. Talidomide di mantenimento ¢ stata confron-
tata con solo pamidronato o con la sola osservazione, dopo la
terapia ad alte dosi seguita da ASCT. In questo studio i pazienti
trattati con talidomide ottenevano una maggiore percentuale di ri-
sposte complete rispetto agli altri due bracci di trattamento (67%
vs 57% vs 55%), un vantaggio di PES a 3 anni (52% vs 37% vs
36%) e di OS a 4 anni (87% vs 74% vs 77%) 1V,

Recentemente, Morgan et al. hanno riportato i risultati di uno studio
che includeva pazienti giovani e anziani trattati con terapia intensiva
e non intensiva. In questo studio, la talidomide di mantenimento si
associava ad un vantaggio di PFS (22 mesi vs 15 mesi), mentre la so-
pravvivenza mediana era simile nei due gruppi *?. Inoltre, i pazienti
con anomalie cromosomiche a significato prognostico sfavorevole,
in particolare +1q, t(4;14), t(14;20), t(14;16) e del(17p) trattati
con talidomide, mostravano una sopravvivenza inferiore. Nello stu-
dio condotto da Barlogie et al. dopo un follow up mediano di 42
mesi, ¢ stata osservata una percentuale maggiore di risposte com-
plete nel braccio randomizzato a mantenimento con talidomide
rispetto alla sola osservazione (62% vs 43%), senza perd un van-
taggio in termini di OS 9.

Un quarto studio confrontava due gruppi di pazienti, entrambi
sottoposti ad ASCT; il primo riceveva una terapia di manteni-
mento con prednisolone, mentre il secondo veniva sottoposto ad
un consolidamento con prednisolone a tempo indefinito accom-
pagnato da dodici mesi di talidomide. Nel secondo gruppo ¢ stato
osservato un vantaggio di PFS a 3 anni (42% vs 23%) e OS (86%
s 75%) 19, Infine, un ulteriore studio confrontava due diversi re-
gimi di mantenimento, uno con l'interferone-a, il secondo con ta-
lidomide, entrambi successivi al’ASCT. La terapia con talidomide
ha portato ad una maggiore percentuale di risposte globali (88%
vs 79%) e a un significativo vantaggio della PFS (34 mesi vs 25
mesi). La differenza osservata in termini di OS, invece, non era
statisticamente significativa .

I ruolo del mantenimento con la talidomide ¢ stato indagato
anche nei pazienti anziani. In particolare, quattro studi hanno de-
finito I'effetto della talidomide come terapia di mantenimento
dopo lo schema melfalan-prednisone-talidomide "!1”; due studi

hanno evidenziato un vantaggio in termini di PFS nei pazienti cui

¢ stata somministrata la talidomide, in confronto con coloro a cui

non ¢ stata somministrata alcuna terapia 7!?

. Invece, un vantaggio
in termini di OS in favore della talidomide in mantenimento ¢
stata rilevata in solo uno studio 7).

In particolare, il gruppo italiano ha condotto uno studio per met-
tere a confronto la combinazione melfalan-prednisone-talidomide
(MPT) con la medesima combinazione senza talidomide (MP): ad
un follow up mediano di 38,1 mesi, ¢ stato osservato un vantaggio
significativo per quanto riguarda la PFS mediana (21,8 mesi vs
14,5 mesi), ma non per 'OS. Il vantaggio osservato nel braccio
MPT era indipendente dall’etd, dal livello di 2 microglobulina e
dallo stadio ISS 9. Un vantaggio significativo (p=0,05) per quanto
riguarda I'OS ¢ invece stato dimostrato nello studio di Wijermans
et al. (40 mesi v5s 31 mesi) condotto anch’esso con il fine di con-
frontare lo schema MPT con la combinazione MP 7).

[ risultati attualmente disponibili in merito al ruolo della terapia
di mantenimento con la talidomide depongono, nella quasi totalita
dei casi, a favore di un vantaggio in termini di PFS, mentre un in-
cremento della sopravvivenza globale ¢ stato osservato solo in al-
cuni studi. Il grosso limite legato all'utilizzo continuativo della
talidomide ¢ associato alla neurotossicita: una metanalisi condotta
valutando i dati dei sei trial clinici ha evidenziato che la percentuale

di neurotossicita raggiunge il 46% nei trial che prevedono I'utilizzo
della combinazione MPT @9,

Lenalidomide

La lenalidomide ¢ un farmaco immunomodulante ampiamente
utilizzato per il trattamento dei pazienti affetti da MM. La minore
neurotossicita associata all’utilizzo di questo farmaco, rende la le-
nalidomide pit adatta ad una somministrazione continuativa **.
Il ruolo della lenalidomide in mantenimento ¢ stato per la prima
volta testato in uno studio di fase 2, in cui 102 pazienti arruolati
sono stati sottoposti ad una terapia di induzione che prevedeva
bortezomib-doxorubicina-desametasone (PAD), seguita da doppio
ASCT condizionato con melfalan a 100 mg/m?* e successivo con-
solidamento con 4 cicli di lenalidomide associata a prednisone. In-
fine, i pazienti ricevevano lenalidomide a basse dosi fino alla
recidiva. Questo studio ha indicato che bortezomib in induzione
¢ lenalidomide come consolidamento-mantenimento erano in
grado di migliorare la risposta dopo trapianto *?. Anche se la le-
nalidomide ha un effetto sinergico associata al desametasone, nei
regimi di mantenimento la lenalidomide viene solitamente som-
ministrata come agente singolo; questo perché ¢ stato osservato
che l'effetto immunostimolante viene antagonizzato dal desame-
tasone in maniera dose-dipendente. Tre studi di fase 3 sono stati
successivamente eseguiti per meglio definire l'effetto della lenali-
domide nei regimi di mantenimento, sia nei pazienti candidabili
al trapianto, sia nei pazienti anziani #**%. Mc Carthy et al.** ed
Attal et al.””) hanno valutato l'effetto della lenalidomide come te-




rapia di mantenimento dopo la terapia ad alte dosi e TASCT.

Lo studio di Mc Carthy et al.** dimostrava un vantaggio di PFS
e OS nel braccio di pazienti randomizzati al mantenimento con
lenalidomide, rispetto a quello a cui veniva somministrato il pla-
cebo (PFS mediana: 46 vs 27 mesi; OS a 3 anni: 88 vs 80%). Tale
beneficio che deriva dall’utilizzo continuativo della lenalidomide
veniva confermato indipendentemente dai livelli di 2 microglo-
bulina e indipendentemente dal farmaco utilizzato dai pazienti in
regime di induzione. La differenza sia di PFS che di OS era stati-
sticamente significativa.

Il secondo studio ¢ stato condotto in maniera analoga: la PFS me-
diana era significativamente maggiore nel braccio randomizzato a
terapia continuativa con lenalidomide rispetto al braccio del pla-
cebo (40 mesi vs 23 mesi). In questo caso perd, non ¢ stata osser-
vata una differenza significativa di OS a 4 anni. In entrambi gli
studi gli eventi avversi maggiormente osservati erano di tipo ema-
tologico.

I nuovi farmaci hanno recentemente messo in discussione il ruolo
del trapianto nella terapia dei pazienti giovani affetti da MM 7.
Un recente studio di fase 3 randomizzato, ha confrontato l'efficacia
e la sicurezza dello standard attuale di trattamento (doppia ASCT
condizionata con mel 200 mg/m?) con la combinazione melfalan-
prednisone-lenalidomide (MPR). Inoltre, ¢ stato indagato I'out-
come dei pazienti sottoposti ad un regime di mantenimento con
lenalidomide, confrontandolo con quello dei pazienti randomizzati
al solo follow up.

[ pazienti randomizzati al mantenimento ricevevano lenalidomide
(10 mg nei giorni 1-21 di ogni ciclo da 28 giorni) fino a progres-
sione di malattia o fino a tossicitd. Il secondo braccio non preve-
deva alcuna terapia di mantenimento, ma solo follow up.

La PES si ¢ dimostrata significativamente maggiore nel gruppo di
pazienti trattati con lenalidomide di mantenimento rispetto all’al-
tro gruppo (p<0,001), mentre il vantaggio in termini di OS a 3
anni non era statisticamente significativo (p=0,14). Durante la te-
rapia di mantenimento con lenalidomide, le principali tossicita se-
gnalate erano neutropenia, infezioni e tossicitd dermatologica ?%.
Lavvento dei nuovi farmaci ha determinato anche un migliora-
mento dell'outcome dei pazienti anziani affetti da MM, permet-
tendo di testare nuove combinazioni terapeutiche in cui i nuovi
farmaci vengono associati a melfalan-prednisone (MP) #7239,
Nello studio randomizzato di Palumbo et al. ®® sono stati con-
frontati la combinazione melfalan-prednisone-lenalidomide seguita
dal mantenimento con lenalidomide (MPR-R), melfalan-predni-
sone-lenalidomide (MPR) senza terapia di mantenimento e infine
melfalan-prednisone (MP) senza alcun mantenimento. La terapia
continuativa con lenalidomide nel gruppo MPR-R ha determinato
un significativo prolungamento della PES mediana dall'inizio della

terapia di mantenimento rispetto al placebo (26 mesi vs 7 mesi).

Terapia continuativa

La terapia di mantenimento ¢ stata ben tollerata, e gli eventi avversi
di grado 3-4 di nuova insorgenza erano molto limitati 9.

Un altro recente studio ha contribuito a meglio definire il ruolo
del mantenimento con lenalidomide nei pazienti anziani ®V. Lo
studio metteva a confronto la combinazione lenalidomide-desa-
metasone (Rd) vs la medesima associazione per un numero fisso di
18 cicli, »s lo schema melfalan-prednisone-talidomide per 12 cicli.
La PFS e la durata della risposta sono risultati maggiori nel braccio
randomizzato alla terapia continuativa con Rd.

Un’analisi 7n¢erim ha inoltre evidenziato un vantaggio anche in ter-
mini di OS. La terapia continuativa con lenalidomide si associava
ad un incremento delle infezioni (29 vs 22 vs 17%), degli eventi
avversi di tipo cardiaco (12 vs 7 vs 9%) e delle trombosi (8 s 6 vs
5%). La maggior parte delle tossicita ¢ stata perd osservata nei
primi 18 cicli di terapia, fatta eccezione per la percentuale di infe-
zioni che si ¢ mantenuta stabile nel corso dei cicli successivi.

Un aspetto importante che ha avuto una grande rilevanza clinica
¢ legato al rischio di secondi tumori dopo una terapia continuativa
con lenalidomide. A questo proposito ¢ stata eseguita un’analisi
pooled con lo scopo di analizzare I'incidenza di secondi tumori in
pazienti esposti alla terapia continuativa con lenalidomide rispetto
alla popolazione di pazienti non esposta.

E stato osservato un incremento a 5 anni dell’incidenza cumulativa
di secondi tumori nei pazienti sottoposti a terapia con lenalido-
mide rispetto ai pazienti che non eseguivano tale terapia (6,9 vs
4,8%). Tuttavia, tale differenza sembra soprattutto correlata alle
combinazioni che prevedevano 'utilizzo della lenalidomide con il
melfalan somministrato oralmente. In particolare, il vantaggio as-
sociato al trattamento continuativo con lenalidomide sembra at-
tualmente essere superiore al rischio legato allo sviluppo di secondi

tumori 2.

Bortezomib

Lesperienza della terapia continuativa con gli inibitori del protea-
soma ¢ limitata, sia nei pazienti giovani eleggibili al trapianto, sia
nei pazienti anziani. Inizialmente, l'efficacia del bortezomib ¢ stata
indagata in due studi come regime di consolidamento dopo 'ASCT.
La Total Therapy 3 (T'T3) ha incorporato il bortezomib in un regime
che prevedeva il ASCT in 303 pazienti con MM alla diagnosi 7.
Sia la terapia di induzione che la terapia di consolidamento dopo
ASCT consistevano in due cicli di VID-PACE (bortezomib, tali-
domide, desametasone, cisplatino, doxorubicina, ciclofosfamide,
etoposide). Un secondo studio, condotto da Cavo et al, ha confron-
tato la combinazione talidomide-desametasone (TD) con la mede-
sima associazione con I'aggiunta del bortezomib (VID) sia come
regime di induzione che come regime di consolidamento dopo il dop-
pio ASCT, in una popolazione di pazienti giovani alla diagnosi ®%.
Per quanto riguarda invece i regimi di mantenimento, nello studio

HOVON-65/GMMGHD4, i pazienti venivano randomizzati a




ricevere una terapia di induzione con vincristina, adriamicina, de-
sametasone (VAD) o con bortezomib, adriamicina, desametasone
(PAD), seguita dalla ASCT di cellule staminali . La terapia di
mantenimento consisteva in talidomide (per il gruppo VAD) o
bortezomib (per il gruppo PAD) per 2 anni. E stato dimostrato
un incremento della qualita della risposta (percentuale di risposte
complete e di risposte quasi complete incrementata dal 31% al
49%), del PES (36 mesi vs 27 mesi) e dell’OS, nei pazienti trattati
con PAD seguito da bortezomib per due anni. Inoltre, il manteni-
mento con il bortezomib sembra essere meglio tollerato di quello
con la talidomide, con una percentuale minore di sospensioni pre-
coci del trattamento.

I beneficio derivato da un regime di mantenimento con bortezo-
mib ¢ stato osservato in particolare nella popolazione di pazienti
definita ad alto rischio per la presenza di aberrazioni cromosomiche
a significato sfavorevole. Per quanto riguarda la popolazione an-
ziana, gli studi che possiamo citare sono due. Il gruppo italiano ha
confrontato un regime di induzione che prevedeva la combina-
zione bortezomib-melfalan-prednisone-talidomide (VMPT), se-
guita da bortezomib-talidomide (VT) wvs la combinazione
bortezomib-melfalan-prednisone (VMP) in induzione, senza al-

39, Dal confronto, & emerso un

cuna terapia di mantenimento ¢
vantaggio in favore del gruppo VMPT-VT in termini di PFS me-
diano (35,3 vs 24,8 mesi) e di sopravvivenza a 5 anni (61 vs 51%).
La percentuale di tossicita osservata era accettabile, con un 8% di
neuropatia sensitiva riportata nel gruppo che riceveva VMPT-VT
vs un 5% nel gruppo trattato con VMP.

Un secondo studio ha confrontato invece due diversi regimi di in-
duzione, entrambi contenenti il bortezomib: il primo prevedeva
l'utilizzo del bortezomib associato a melfalan e prednisone (VMP),
il secondo utilizzava l'inibitore del proteasoma con la talidomide e
il prednisone (VIP) ©7.

Successivamente, i pazienti venivano trattati con un regime di
mantenimento che prevedeva in entrambi i casi la somministra-
zione del bortezomib, associato a talidomide in un braccio (VT),
al prednisone nell’altro (VP). In questo studio non ¢ stato dimo-
strato un vantaggio significativo in termini di PFS né di OS in uno
di due gruppi @”. T dati disponibili relativi alla somministrazione
del bortezomib in regime di mantenimento sono relativi ad una
popolazione di pazienti gia esposti al bortezomib durante la fase
di induzione.

Ulteriori studi che indaghino l'utilizzo del bortezomib come man-
tenimento nei pazienti non precedentemente esposti a questo far-
maco potrebbero aiutare a distinguere il vantaggio ottenuto grazie
all'induzione e grazie al mantenimento.

La tabella riportata di seguito riassume i risultati ottenuti con i

nuovi farmaci utilizzati nei regimi di mantenimento (Tabella 1).

Effetti della terapia continuativa
sulla sopravvivenza

Un tema importante legato al concetto di terapia continuativa &
quello che riguarda la possibilita di indurre una chemioresistenza
alla recidiva, e quindi un effetto negativo sulla sopravvivenza glo-
bale, con la somministrazione prolungata di un farmaco. A questo
proposito, uno studio ha recentemente confrontato l'effetto della
terapia continuativa con una terapia di durata fissa in pazienti con
MM alla diagnosi ®®. Questo studio ha valutato non solo la PFS
e 'OS nei due gruppi, ma anche la PES 2, ciot il tempo intercorso
dall’inizio della terapia al momento della seconda progressione. E
stato dimostrato un vantaggio sia per la PES, che per la PES 2 e
I'OS in favore della terapia continuativa. Inoltre, il vantaggio os-
servato in termini di PFS 2 suggerisce che il vantaggio osservato
con la terapia continuativa durante la prima remissione, non abbia
un impatto negativo sulla seconda remissione, non determinando
una chemioresistenza. Dai dati disponibili sembra che i pazienti
eleggibili al trapianto possano trarre beneficio da una terapia con-
tinuativa. | farmaci immunomodulanti sono piti fruibili, grazie alla
possibilita di una somministrazione orale. In particolare, il farmaco
pili adatto sembra essere la lenalidomide. Per quanto riguarda la
popolazione anziana o non candidabile al trapianto, ¢ necessario
studiare nuove associazioni in grado di ottimizzare I'efficacia, ri-
ducendo le tossicita.

Conclusioni

La terapia con lenalidomide, talidomide e bortezomib ha radical-
mente migliorato I'outcome dei pazienti affetti da MM, permet-
tendo di ottenere risposte migliori e di incrementare il tempo libero
da progressione e la sopravvivenza globale. Alcuni dati sembrano
suggerire che una terapia continuativa con questi farmaci sia ben
tollerata e porti a risposte migliori oltre che ad una maggiore durata
della stessa, determinando un ulteriore allungamento della soprav-
vivenza. La terapia continuativa, soprattutto con la lenalidomide
e il bortezomib, sembra essere ben tollerata; la tossicita osservata
piti spesso ¢ quella di tipo ematologico, che puo essere controllata
grazie ai fattori di crescita e alle riduzioni delle dosi dei farmaci. E
comunque necessario tenere presente la possibilita di determinare
una neuropatia periferica quando utilizziamo la talidomide e il bor-
tezomib ed ¢ altrettanto importante conoscere il rischio di secondo
tumore per i pazienti sottoposti a terapia con lenalidomide. Infine,
sono necessari ulteriori studi e follow-up piti lunghi per confermare
I'efficacia dei nuovi farmaci utilizzati nei regimi di mantenimento;
sono soprattutto necessari dati in grado di suggerire il migliore uti-
lizzo dei nuovi farmaci, sia in termini di dosaggio che di durata
del trattamento, per ottimizzare I'efficacia e ridurre la tossicita, sia
nei pazienti giovani che nella popolazione anziana.




Terapia continuativa

‘ N TERAPIA DI MANTENIMENTO PFS/EFS/0S

TALIDOMIDE

Attal et al, " | 597 EFSA 3ANNI
Nessun mantenimento 36%
Pamidronato 37%
Pamidronato + talidomide 52%

Morgan et al. | 820 PFS MEDIANA
Nessun mentenimento 15 mesi
Talidomide 22 mesi

Barlogie et al. ¥ | 668 EFS A 5 ANNI
Nessun mantenimento 44%
Talidomide 56%

Spencer etal. ¥ | 243 PFS A 3 ANNI
Prednisolone 23%
Prednisolone + talidomide 42%

Lokhorst et al. ** | 556 PFS MEDIANA
Interferone-a 25 mesi
Talidomide 34 mesi

Palumbo et al. * | 382 PFS MEDIANA
Melfalan-prednisone 14,5 mesi
Melfalan-prednisone-talidomide 21,8 mesi

Wijermans et al."” | 333 EFS MEDIANO
Melfalan-prednisone 9 mesi
Melfalan-prednisone-talidomide 13 mesi

LENALIDOMIDE

Mc Carthy et al. * | 460 PFS MEDIANA / 0S A 3 ANNI
Placebo 27 mesi/80%
Lenalidomide 46 mesi/88%

Attal et al. | 614 PFS MEDIANA
Placebo 23 mesi
Lenalidomide 41 mesi

Palumbo et al. | 251 PFS MEDIANA
Nessun mantenimento 21,6 mesi
Lenalidomide 41,9 mesi

Palumbo et al. *” | 459 PFS MEDIANA
Melfalan-prednisone 13 mesi
Melfalan-prednisone-lenalidomide 14 mesi
Melfalan-prednisone-lenalidomide 31 mesi
+ mantenimento con lenalidomide

BORTEZOMIB

Sonneveld et al. *” | 827 PFS MEDIANA
VAD- Talidomide 28 mesi
PAD- Bortezomib 35 mesi

Palumbo et al. * | 511 PFS MEDIANA / 0S A 5 ANNI
Bortezomib-melfalan-prednisone (VMP) 24.8 mesi/51%
VMPT-bortezomib-+talidomide 35,3 mesi/61%

Abbreviazioni. N: numerosita, PFS: soprawvivenza libera da progressione, 0S: sopravvivenza globale, EFS: sopravvivenza libera da eventi,
VAD: vincristina-doxorubicina-desametasone; PAD: bortezomib-doxorubicina-desametasone,
VMPT: bortezomib-melfalan-prednisone-talidomide;

Tabella 1 — Principali risultati ottenuti con i nuovi farmaci nei regimi di mantenimento.
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Introduzione

Il mieloma multiplo (MM) ¢ una patologia neoplastica della B linfo-
citopoiesi caratterizzata dalla proliferazione clonale nel midollo osseo
di plasmacellule che sintetizzano immunoglobuline complete o in-
complete, rilevabili nel sangue e/o nelle urine, e definite con il termine
di componente monoclonale. I principali quadri clinici di presenta-
zione del MM comprendono la patologia scheletrica, l'insufficienza
renale e 'aumentata morbilitd infettiva. Il MM ¢ una patologia tipica
dell'adulto-anziano. Circa due terzi dei pazienti di nuova diagnosi
hanno, infatti, un’etd superiore a 65 anni e questo limite di et3, sep-
pure arbitrariamente, viene utilizzato, quanto meno in Europa, per
identificare i pazienti che sono, o non sono, candidati a ricevere un
programma di terapia ad alte dosi (HDT) con successivo trapianto
autologo di cellule staminali ematopoietiche (ASCT). Nell'arco degli
ultimi 20 anni la sopravvivenza dei pazienti affetti da MM ¢ au-
mentata significativamente, grazie alla sempre pili estensiva appli-
cazione di ASCT nei pazienti ad esso candidati e, piu
recentemente, all'introduzione nell'armamentario terapeutico di
nuovi farmaci, altamente efficaci, ad azione mirata sul clone pla-
smacellulare e sul microambiente midollare che ne supporta la cre-
scita e la progressione. Tra questi, bortezomib, primo inibitore del
proteasoma (PI), talidomide e lenalidomide sono stati efficace-
mente incorporati nell'algoritmo terapeutico del paziente di nuova
diagnosi in combinazione con ASCT. Limpiego di melphalan a
dosi (sub)mieloablative (HDM) con successivo ASCT ha rappre-
sentato il primo significativo avanzamento nella terapia del MM
dopo oltre 25 anni di frustranti insuccessi che hanno fatto seguito
all'introduzione di melphalan-prednisone (MP). A questo pro-
gresso hanno contribuito la dimostrata capacita di HDM di supe-
rare, almeno in parte, la resistenza agli agenti alchilanti somministrati
a dosaggio convenzionale, di incrementare la percentuale di remis-
sione completa (CR) oltre il 5% usualmente registrato con MP e,
conseguentemente, di migliorare I'ouzcome dei pazienti cosi trattati.

Due studi clinici randomizzati disegnati per comparare prospettica-

mente la chemioterapia convenzionale vss HDT e ASCT hanno evi-
denziato un significativo incremento della percentuale di CR, fino
a valori pari a circa il 30%, ed un prolungamento di circa 12 e 15
mesi della sopravvivenza libera da eventi/progressione (EFS/PES)
e della sopravvivenza globale (OS), rispettivamente, nei pazienti
randomizzati ad ASCT rispetto al gruppo di controllo 2. A se-
guito di questi studi, nonostante il prolungamento della OS dopo
ASCT non sia stato univocamente confermato in alcuni successivi
trials, HDT ed ASCT ¢ diventato lo standard terapeutico per i pa-
zienti di nuova diagnosi ed eta inferiore a 65 anni. Parallelamente,
sono stati anche valutati diversi regimi di HDT comprensivi o
meno della irradiazione corporea totale (TBI). In particolare, in
uno studio randomizzato ¢ stata dimostrata la minore tossicita
ematologica ed extra-ematologica di melphalan alla dose di 200
mg/m? (HDM-200) nei confronti della combinazione melphalan
140 mg/m?* e TBI ©. Sulla base dei risultati di questo studio,
HDM-200 ¢ da molti anni la terapia convenzionalmente utilizzata
prima di ASCT. Il doppio (o zandem) ASCT a supporto di due
linee sequenziali di HDT ¢ stato introdotto nell’armamentario te-
rapeutico del MM con l'obiettivo di aumentare I'intensita di dose
citotossica somministrata e, conseguentemente, di migliorare i ri-
sultati ottenuti con un singolo ASCT. Due studi prospettici ran-
domizzati di fase 3 volti a comparare un singolo vs doppio ASCT
hanno dimostrato la superiorita di quest'ultima procedura in ter-
mini di significativo prolungamento della PES, anche se I'incre-
mento della percentuale di CR ed il prolungamento della OS non
hanno trovato univoca evidenza . In base alla dimostrazione che
il maggiore beneficio terapeutico derivante dal doppio ASCT veniva
osservato nei pazienti che avevano fallito 'ottenimento della very good
partial response (VGPR) o near CR (nCR) dopo il primo ASCT, l'ap-
plicazione del zandem ASCT come strategia di consolidamento del
primo ASCT ¢ divenuta una pratica consolidata, contribuendo ad in-
crementare ulteriormente il numero di ASCT registrato durante I'ul-

timo decennio.




Terapia di induzione

La terapia di induzione eseguita in preparazione al successivo ASCT
ha come obiettivi 'ottenimento della massima riduzione della taglia
neoplastica e dell'infiltrazione plasmacellulare midollare prima della
successiva raccolta delle cellule staminali, oltre che il miglioramento
o la risoluzione del danno d’organo (es. insufficienza renale) e/o della
sintomatologia dolorosa ossea, laddove presenti. Prima dell’avvento
dei nuovi farmaci, per oltre 10-15 anni la terapia standard di indu-
zione ¢ consistita nella combinazione di vincristina con doxorubicina
e desametasone (VAD) o nella somministrazione di desametasone
ad alte dosi come agente singolo (Dex).

Nel nuovo millennio, talidomide, bortezomib e lenalidomide sono
stati variamente ed efficacemente combinati tra loro e/o con desa-
metasone o agenti chemioterapici convenzionali (quali, ad esempio,
ciclofosfamide e doxorubicina) per formare nuove associazioni a 2,
3, e persino 4 farmaci, che sono state estensivamente investigate in
numerosi studi di fase 2 e 3 (Tabella 1 e 2) ©. Il primo di questi &
stato riportato dal nostro gruppo nel 2005 ed ha fornito la dimo-
strazione del superiore raze di risposta ottenuto con talidomide-de-
sametasone (TD) vs VAD. Questo studio ha sancito il sostanziale
abbandono di VAD quale classica terapia di induzione prima di
ASCT e laccettazione di un nuovo paradigma terapeutico basato
sull'incorporazione di uno o pitt nuovi farmaci all'interno di inno-
vativi regimi terapeutici di induzione 7.

Uno studio di fase 3 ha confrontato la combinazione talidomide-
doxorubicina-desametasone (TAD) nei confronti di VAD, dimo-
strandone la superiorita in termini di risposta (= VGPR: 37% uvs

18% post induzione e 54% vs 44% post ASCT, rispettivamente) ¢
outcome (PFS mediana: 34 s 25 mesi) ©. La combinazione ciclofo-
sfamide-talidomide-desametasone (CTD) ¢ stata prospetticamente
testata nell'ambito del protocollo randomizzato di fase 3 MRC Mye-
loma IX, CTD vs CVAD quale terapia di induzione prima di un sin-
golo ASCT. Il rate di CR ¢ risultato significativamente superiore nei
pazienti randomizzati a CTD, 13% vs 8,1% post induzione e 50%
vs 37,2% post ASCT, rispettivamente. La PFS mediana ¢ risultata
sostanzialmente sovrapponibile nei due gruppi di randomizzazione
(34 vs 33 mesi) .

A seguito dell'introduzione di talidomide nella pratica clinica, il se-
condo nuovo farmaco per il quale ¢ stata fornita dimostrazione di
efficacia nel trattamento del paziente con MM ricaduto/refrattario
¢ stato bortezomib. Uno studio di fase 3 condotto dal gruppo coo-
peratore Francese [IFM ha prospetticamente confrontato bortezo-
mib-desametasone (VD) vs VAD come terapia di induzione prima
di un singolo o doppio ASCT. La percentuale di risposte uguali o
superiori alla VGPR ¢ risultata significativamente superiore nel brac-
cio VD, sia prima di ASCT (38% vs 15%, rispettivamente) che dopo
ASCT (68% uvs 47%, rispettivamente). La PFS mediana ¢ risultata
pari a 36 mesi nei pazienti trattati con VD v5 29,7 mesi nei pazienti
trattati con VAD, con un rate di sopravvivenza globale a 3 anni di
81,4 % e 77,4%, rispettivamente 7.

Laggiunta alla combinazione VD di un terzo farmaco chemiotera-
pico, quale doxorubicina (PAD), ¢ stata comparata a VAD in pre-
parazione ad un singolo o doppio ASCT nello studio randomizzato
di fase 3 HOVON-65/GMMG-HDA4. I risultati di questo studio

hanno dimostrato che il 7zze di CR/nCR era significativamente pitt

Regime R . Lo . .
di induzione N. di cicli Risposta post induzione Risposta post ASCT Sopravvivenza
CR (%) >VGPR (%) CR (%) >VGPR (%) PFS (mesi) 0S (mesi)
TAD® 3 3 37 14 54 34 73
18 44 25 60
1) : s p < 0,001 12 p=0,03 p < 0,001 p=0,77
CTD® 6 13 433 50 73,8 34 Non riportata
37,2 i
CVAD 6 8 275 0= 0,005 62,3 33 Non riportata
i 4 58 37,7 16,1 54,3 36 3-anni 81%
8,7 37.7 29,6 3-anni 77%
L . g 1] p=0,01 p < 0,001 p=0,06 p=05
PAD( 3 11* 42 31* 61 35 5-anni 61%
5* 14 15* 36 28 Ero
VAD : p.< 0,001 p< 0,001 p < 0,001 p.< 0,001 p=0,002 b-anni 55%
Abbreviazioni: NR = not reached

Tabella 1 — Regimi di induzione comprensivi di nuovi farmaci. (* CR/nCR).




elevato nel braccio di randomizzazione PAD rispetto al gruppo di
controllo (11% wvs 5%, pre ASCT e 30% vs 15%, post ASCT, ri-
spettivamente). | pazienti randomizzati a PAD hanno inoltre bene-
ficiato di un prolungamento statisticamente significativo della PFS
(PES mediana: 35 vs 28 mesi, p = 0,002, rispettivamente), mentre
la OS ¢ risultata sovrapponibile nei due gruppi di randomizzazione
(OS a 5 anni: 61% w5 55%, rispettivamente) V.

Dati preclinici relativi al sinergismo d’azione tra bortezomib e IMiDs
hanno fornito il razionale per la combinazione bortezomib-talido-
mide-desametasone (VTD). Uno studio italiano di fase 3 ha con-
frontato VID vs TD come terapia di induzione prima, e di
consolidamento dopo, un doppio ASCT dimostrando la superiorita
di VID in termini di raze di risposta (CR/nCR: 31% vs 11%, dopo
induzione; 55% vs 41%, dopo doppio ASCT; 62% vs 45% dopo
consolidamento, rispettivamente) e di PES (68% vs 56%, a 3 anni,
rispettivamente) 2. Aleri studi clinici di fase 3 hanno confermato
la superiorita del regime a 3 farmaci VID rispetto a regimi a 2 far-
maci quali TD o VD. Lo studio spagnolo di fase 3 PETHEMA/
GEM VTD uvs TD ha sancito la superiorita della combinazione
VTD in termini di ottenimento di risposte di elevata qualita (CR:
35% wvs 14%, rispettivamente) e di prolungamento della PFS me-
diana (56,2 vs 28,2 mesi, rispettivamente) 1¥. Allo stesso modo
anche la combinazione vID (v = bortezomib 1 mg/m?) si ¢ dimo-
strata piti efficace rispetto a VD, determinando un raze di risposte
uguali o superiori alla VGPR pari a 49% s 36% pre ASCT e a 74%
v5 58% post ASCT, rispettivamente 9. Questi risultati hanno por-
tato alla approvazione da parte di EMA, nell’agosto 2013, del regime
VTD quale terapia di induzione a ASCT.

Trapianto autologo di cellule staminali

Anche lenalidomide, farmaco immunomodulatore di seconda gene-
razione, ¢ stato utilizzato nell’ambito di ricerca clinica nella malattia
di nuova diagnosi. La combinazione lenalidomide-desametasone ad
alte dosi (RD) ¢ stata confrontata con lenalidomide-desametasone a
basse dosi (Rd) in una popolazione di pazienti eleggibili e non a
ASCT. RD ha determinato un elevato raze di risposta (overall response
rate, ORR: 81% vs 70%; = VGPR: 50% s 40%, rispettivamente),
a fronte tuttavia di una maggiore tossicita e mortalita (OS a 1 anno:
87% vs 96%; OS a 2 anni: 75% s 87%, rispettivamente), osservata
prevalentemente nella popolazione anziana . Uno studio francese
di fase 2 ha utilizzato la combinazione bortezomib-lenalidomide-de-
sametasone (VRD) come terapia di induzione pre e di consolida-
mento post singolo ASCT. 1l raze di risposta, ed in particolare di
risposte di elevata qualitd, fino all'ottenimento della MRD (MRD,
malattia minima residua) negativitd, ¢ andato progressivamente au-
mentando attraverso le varie fasi terapeutiche (= VGPR: 58% post
induzione, 70% post ASCT, 87% post consolidamento). Il 77% dei
pazienti sono liberi da progressione a 3 anni ed il 100% sono vivi a
3 anni 19,

Nuove molecole sono attualmente in sperimentazione nel tratta-
mento del MM di nuova diagnosi. Carfilzomib, inibitore del pro-
teasoma di seconda generazione che agisce in maniera selettiva e
irreversibile sulla subunita 208, si caratterizza per una maggiore ef-
ficacia e per una minore tossicita neurologica rispetto a bortezomib.
Carfilzomib-talidomide-desametasone e carfilzomib-lenalidomide-
desametasone hanno prodotto dati interessanti e promettenti. In un
recente studio multicentrico di fase 2 la combinazione carfilzomib-

talidomide-desametasone ¢ stata somministrata come terapia di in-

3:33: (I;:;ione N. di cicli Risposta post induzione Risposta post ASCT Sopravvivenza

CR (%) >VGPR (%) CR (%) >VGPR (%) PFS (mesi) 0S (mesi)
VD1 3 19 62 42 82 3-anni 68% 3-anni 86%
) 3 5 28 30 64 3-anni 56% 3-anni 84%

p < 0,0001 p < 0,0001 p=0,01 p < 0,0001 p =0,005 p=0,3
VD3 6 35 60 46 Non riportata 56,2 3-anni 74%
1 6 ;4= 0,0001 29 §4= 0,004 Non riportata F2)8=2 0,01 3-anni 65%
vTD(4 4 13 49 29 74 Non riportata
\D 4 12 36 31 &) Non riportata

p=0,02

Tabella 2 — Regimi di induzione comprensivi di nuovi farmaci.




duzione pre- e di consolidamento post-ASCT; il raze di CR ¢ risul-
tato pari a 25% post induzione e 63% post consolidamento. Con
un follow-up mediano di 23 mesi, il 72% dei pazienti ¢ libero da
progressione 7. Dagli studi clinici precedentemente descritti deriva
che la terapia di induzione dovrebbe essere costituita preferenzial-
mente da un regime a 3 farmaci comprensivo di bortezomib (quale
VTD, PAD, VCD, VRD) per un totale di 4-6 cicli somministrati
prima della raccolta delle cellule staminali ematopoietiche e del suc-
cessivo ASCT (up-front) 81, Lutilizzo di un regime di induzione
bortezomib-based ¢ ulteriormente supportato dai risultati di un'am-
pia meta-analisi condotta su 1572 pazienti, essendo questo superiore,
in termini di risposta (CR/nCR post ASCT: 38% vs 24%, rispetti-
vamente), PFS (mediana: 35,9 vs 28,6 mesi) e OS (OS a 3 anni:
79,7% vs 74,7%, rispettivamente), rispetto ai regimi convenzionali
non-bortezomib-based, quali VAD e TD @7

Terapia di consolidamento

Prima dell’avvento dei nuovi farmaci, la terapia di consolidamento
era classicamente rappresentata da ASCT il cui principale obiettivo
era di incrementare la frequenza di risposte di elevata qualitd dopo
un’insoddisfacente terapia di induzione, in grado di offrire ai pazienti
cosl trattati una probabilitd di CR inferiore al 10%. Nonostante il
rate di risposte di elevata qualitd prima di ASCT sia incrementato
significativamente, sino ad oltre il 30%, grazie all'incorporazione dei
nuovi farmaci nella terapia di induzione prima di ASCT e sia stato
ulteriormente aumentato dalla somministrazione di HDM, sino al
50% ed oltre, nel corso degli ultimi anni numerosi studi di fase 2 e
3 sono stati disegnati con l'obiettivo di investigare il ruolo dei nuovi
farmaci come terapia di consolidamento dopo ASCT. In tutti questi
studi, la terapia di consolidamento era sostanzialmente di breve
durata, finalizzata ad incrementare la frequenza e la profondita
della risposta precedentemente ottenuta. Tra i nuovi farmaci, bor-
tezomib ¢ stato quello pili estensivamente esplorato in questo spe-
cifico contesto, sia come agente singolo che in combinazione. In
uno studio di fase 3 per pazienti precedentemente sottoposti ad un
singolo ASCT dopo terapia di induzione con VAD era prevista una
randomizzazione a ricevere una terapia di consolidamento con bor-
tezomib agente singolo, per un totale di 16 settimane, o la semplice
osservazione libera da terapia. Lo studio ha dimostrato un significa-
tivo incremento della percentuale di = VGPR (71% s 57%, rispet-
tivamente) ed un prolungamento della PES (27 »s 20 mesi,
rispettivamente) per i pazienti randomizzati a terapia di consolida-
mento V. Nello studio GIMEMA-MMY-3006 i pazienti rando-
mizzati a ricevere una terapia di induzione con VID o TD erano
assegnati al medesimo regime come terapia di consolidamento som-
ministrata per 2 cicli, ciascuno della durata di 5 settimane, dopo un
doppio ASCT. 1l rate di CR e di CR/nCR (end point secondario

dello studio) dopo consolidamento con VTD ¢ risultato essere si-

gnificativamente superiore rispetto a quello osservato dopo TD (CR:
61% vs 47%, CR/nCR: 73% vs 61%, rispettivamente). Global-
mente, la probabilita di migliorare la qualita della risposta da < CR
prima della terapia di consolidamento a CR dopo la terapia di con-
solidamento ¢ risultata pari al 30,5% con VID ed al 17% con TD.
La pit1 elevata probabilita di CR e CR/nCR dopo VID si ¢ tradotta
in una PFS significativamente piti lunga dall'inizio della terapia di
consolidamento (60% vs 48% a 3 anni), confermando il contributo
offerto da questa fase terapeutica al migliore outcome dei pazienti
randomizzati al braccio di terapia VID inizialmente osservato nel-
I'analisi eseguita per intenzione di trattamento dall’inizio dell'intero
programma terapeutico 2.

Altri studi di fase 2 ®2* %) hanno confermato la capacita di una
terapia di consolidamento con VTD per 2-4 cicli, ciascuno della
durata di 3-5 settimane, di accrescere la percentuale di CR, ed in
alcuni di prolungare la PES. In uno di questi studi, la CR moleco-
lare ottenuta dopo VAD e doppio ASCT ¢ incrementata dal 3% al
16% dopo l'infusione di bortezomib come agente singolo, per un
totale di 4 cicli ®. Infine, in uno studio ancora pit1 recente & stato
investigato il ruolo della combinazione di VD con lenalidomide
(VRD) come terapia di consolidamento (2 cicli) dopo ASCT pre-
ceduto da VRD. La frequenza di = VGPR dopo ASCT ¢ stata del
70% ed ¢ incrementata all'87% dopo consolidamento con VRD.
Globalmente, nel 68% dei pazienti la valutazione citofluorime-
trica della MRD ¢ risultata negativa, e louzcome di questi pazienti
¢ risultato significativamente migliore di quello dei pazienti con
MRD positivita 19,

Lenalidomide ¢ stata testata come terapia di consolidamento nello
studio francese IFM 2005-02; 2 cicli di lenalidomide agente sin-
golo venivano somministrati post ASCT, con successiva randomiz-
zazione a terapia di mantenimento con lenalidomide »s non
mantenimento. Il consolidamento ha consentito di incrementare
la risposta, con un incremento della CR dal 14% al 20% e della =
VGPR dal 58% al 69% ..

Nonostante i dati presentati, sintetizzati nella Tabella 3 e nella Figura
1, la terapia di consolidamento non puo ancora essere considerata
uno standard di trattamento, che dovra essere validato dai risultati di
studi clinici prospettici randomizzati di fase 3 specificatamente dise-
gnati per definirne il ruolo, quale, ad esempio, lo studio EMN-02.

Terapia di mantenimento

La terapia di mantenimento ¢ finalizzata a prolungare la durata di
remissione (CR o < CR), dilazionando quanto pit1 possibile il rischio
di ricaduta o progressione della malattia, e ad assicurare ai pazienti
una prolungata OS ed una buona qualita di vita (QoL), inficiata il
minimo possibile dalla tossicita dei farmaci utilizzati a questo scopo.
Per questo motivo, dopo I'impiego dei corticosteroidi e dell'interfe-
rone (IFN) negli anni ‘90, i pit1 recenti studi di terapia di manteni-




Trapianto autologo di cellule staminali

Studio N.PTS | Induzione ASCT | Consolidamento Risposta Outcome
PFS 27 vs 20 mesi
Mellquist et al.?" 370 Non riportata 1/2 | Vsno cons Yp(f(?(;1)tyo Vs 5% (p=0,05)
' ’ Nessuna differenza in 0S
CR 15% vs 49%
Ladetto et al.® 39 VAD 2 VTD mCR 3% vs18% Non definito
(pre e post cons)
CR 60,6% V5 46,6% g an;mi Pzgo/
@) (p=0,01) o VS 48%
Cavoetal. 480 \VTD vsTD 2 VTD vsTD CRINCR 73,1% 1560,9% | (p=0,04)
(n=0,02) Nessuna differenza in 0S
CR 11% vs 35% 3anni TTP:
Fouquet et al. @ 54 \Td 1 \VTd VGPR 46% vs 66% CR 88% vsnon CR 31%
(pre e post cons) Nessuna differenza in 0S
CR 14% vs20% (p<0,001)
(26) - > VGPR 58% vs69% -
Attal et al. 614 Non indicata 12 L (0<0,001) Non definito
(pre e post cons)
SCR 27% vs 40%
{16) =V/IGPR 70% vs 87% -
Roussel et al. 31 VRD 1 VRD MRD neg 54% vs 56% Non definito
(pre e post cons)
Abbreviazioni: SCR= stringent CR; NR= not reached
Tabella 3 — Terapia di consolidamento post ASCT.
Studi di fase 3
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Figura 1 — Risposte pre e post terapia di consolidamento. Adattato da McCarthy et. al. Hematology Am Soc Hematol Educ Program 2013.
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mento si sono basati sull'utilizzo di un singolo nuovo farmaco som-
ministrato o a dosaggio inferiore o con una schedule diversa rispetto
a quelli comunemente impiegati nella fase di induzione.

Sei studi clinici randomizzati di fase 3 hanno testato talidomide
come terapia di mantenimento post ASCT (Tabella 4). Una meta-
analisi di 5 di questi studi ha dimostrato il significativo vantaggio
offerto da talidomide in termini di prolungamento di PES e OS *7.
Il principale fattore limitante 'impiego di talidomide in tutti gli studi
pubblicati ¢ consistito nella tossicita neurologica, con percentuali di
discontinuazione precoce del farmaco variabili tra il 30% e circa
1809, ed un documentato peggioramento della QoL ?*%’), In ag-
giunta, nei pazienti ad alto rischio citogenetico, in particolare con
del(17p), ¢ stato documentato un effetto negativo di talidomide sulla
durata di OS.

Lenalidomide, un IMiD di seconda generazione, ¢ caratterizzata
da una maggiore efficacia ed un migliore profilo di tossicita rispetto
a talidomide, in particolare per quanto concerne la neuropatia.
Tre studi prospettici randomizzati di fase 3 hanno investigato il
ruolo di lenalidomide come terapia di mantenimento dopo ASCT
(Tabella 5). Nello studio americano CALGB-100104, 460 pazienti
affetti da MM di nuova diagnosi che avevano ricevuto in preva-
lenza nuovi farmaci come terapia di induzione prima di un singolo
ASCT, sono stati randomizzati a ricevere lenalidomide 10 mg/die,
a partire dal giorno +100 post-ASCT e sino a progressione di ma-
lattia, o placebo. Sia il tempo mediano alla progressione (TTP: 46
vs 27 mesi) che la probabilitd di OS a 3 anni (88% vs 80%) sono
risultati significativamente piti lunghi nei pazienti che ricevevano
lenalidomide, ed il vantaggio in termini di OS era mantenuto no-

nostante il crossover a lenalidomide di parte dei pazienti inizial-
mente randomizzati a placebo dopo I'apertura dello studio #%.
I beneficio derivante dalla prolungata esposizione a lenalidomide
era osservato indipendentemente dai valori baseline di 32-micro-
globulina e della precedente esposizione dei pazienti a talidomide
o lenalidomide come parte della terapia di induzione.

Nello studio francese IFM 2005-02, sono stati arruolati 614 pa-
zienti trattati con terapia di induzione con VAD o VD seguita
da singolo o doppio ASCT; dopo 2 cicli di consolidamento con
lenalidomide 25 mg/die, i pazienti venivano randomizzati a te-
rapia di mantenimento con lenalidomide, 10-15 mg/die, o pla-
cebo. Per questi ultimi pazienti non era previsto eventuale
crossover a ricevere lenalidomide. [ risultati hanno evidenziato
una sostanziale sovrapposizione con lo studio CALGB per
quanto concerne la superiore PFS nel braccio di randomizza-
zione a lenalidomide (PFS mediana: 41 vs 24 mesi, rispettiva-
mente) ed il mantenimento del beneficio indipendentemente
dalla terapia di induzione, dai valori di $2-microglobulina e

20) Per contro,

dalla qualita della risposta pre-randomizzazione
nello studio francese non ¢ stata osservata alcuna differenza in
termini di OS (OS a 5 anni: 79% vs 73%, rispettivamente).
In entrambi gli studi, ¢ stata riportata un’aumentata incidenza
di seconde neoplasie nel gruppo di terapia con lenalidomide
vs controllo (studio CALGB: 3,5% vs 0,4% neoplasie emato-
logiche e 4,3% vs 2,1% tumori solidi; studio IFM: 4,2% uvs
3,3% neoplasie ematologiche e 1,3% vs 2,1% tumori solidi),
con un aumentato rischio osservato soprattutto nei pazienti
trattati con lenalidomide e melphalan per os ®%. In un terzo

studio, 251 pazienti sono stati randomizzati a ricevere o meno

. Mantenimento vs Beneficio
Studio N.PTS Dose (mg) non mantenimento EFS/0S
EFS o PFS 0S
3 anni EFS 52Y% 4 anni 0S 87% vs 75%
Attal et al. ©” 597 400 1537% (0<0, 089) 0<004) ° Ol e
Barlogie et al. " 5 anni EFS 64% vs 8 anni 0S 57% vs 44%
668 400 13% (p<0,001) (0=0,09) +/trend+
Lokhorst et al, © 556 50 ?pigsoz; ;“es' 73 vs.60 mesi (p=0,77) | +/trend-
30 vs 23 mesi 3anni 0S 75% vs 80% .
Morgan et al. ¥ 820 50 (0=0,003) 0=026) ’ ® | Non definito
3 anni PFS 42% vs 3 anni 0S 86% vs 75%
(32
Spencer et l. e ALY 23% (0<0,001) (0=0,004) W
4 anni PFS 32% vs 4 anni 0S 68% vs 60% -
Stewart etal, 332 200 14% (<0,0001) 0=01g | Nondefinito

Tabella 4 — Terapia di mantenimento con talidomide.




una terapia di mantenimento con lenalidomide, 10 mg/die, sino
a ricaduta/progressione. Un significativo prolungamento della
PES & stato osservato con lenalidomide (PFS mediana: 42 vs 22
mesi, rispettivamente), mentre nessuna differenza ¢ stata riscon-
trata relativamente a OS ©9).

Lenalidomide appare il farmaco ideale per la terapia di mante-
nimento, in considerazione della formulazione orale, del profilo
di tossicita, prevalentemente ematologica, e dell’efficacia dimo-
strata negli studi presentati.

Bortezomib ¢ stato utilizzato come terapia di mantenimento post
ASCT nello studio HOVON-65/GMMG-HD4, che confron-
tava la sequenza terapeutica PAD-ASCT-bortezomib di mante-
nimento »s VAD-ASCT-talidomide di mantenimento. Con un
follow-up mediano di 40 mesi, PES (48% vs 42%) e OS (78% vs

Trapianto autologo di cellule staminali

71%) sono risultati significativamente superiori nel braccio di
randomizzazione PAD-ASCT-bortezomib V. La prolungata
esposizione a bortezomib si ¢ rivelata particolarmente efficace nei
pazienti con malattia ad alto rischio per presenza di del(17p) 9.
In un altro studio randomizzato, la combinazione bortezomib-ta-
lidomide (VT) vs talidomide »s IFN ¢ stata investigata dopo un
singolo ASCT. I pazienti del gruppo VT hanno mostrato una pro-
lungata PES dall’inizio della terapia di mantenimento, e questo
beneficio ¢ stato osservato soprattutto nei pazienti a rischio cito-
genetico standard *”). Tali studi sono riassunti nella Tabella 6.
Attualmente, alla luce dei dati presentati e della mancanza di un
chiaro prolungamento della OS in molti di essi, non ¢ possibile
raccomandare I'esecuzione routinaria, al di fuori di studi clinici,
della terapia di mantenimento.

Studio N.PTS | Dose (mg) Mantenimento vs non mantenimento AT
EFS/0S
EFS o PFS 0S
PFS 46 vs 27 mesi 0S a 34 mesi
(p<0,001) 85% 15 77%
McCarthy et al, & 460 | 10 3 anni PFS 66% vs 39% 0,028 ++
EFS 43 v5 27 mesi p=0028 ~
(p<0,001) 3 anni 0S 88% vs 80%
PFS 41 vs 23 mesi (p<0,001) .
. 0S a 45 mesi
0, 0,
Atal et al, 614 | 10 A anni PFS 43% 15 22% 74% v 76% Non definito
(p<0,001) 4:anni 05 73% 15 75%
EFS 40 vs 23 mesi (p<0,001)
i 0, 0,
Palumbo etal. ©7 |10 PFS 41,0 1521,6 mesi (p<0,001) (3pa_%”; 2)3 88% V5 79:2% | \on definito
Tabella 5 — Terapia di mantenimento con lenalidomide
. ., . Beneficio
Studio N.PTS | Dose Mantenimento vs non mantenimento PFS/0S
PFS 0S
Per 2 anni: ) FUP mediano 41 mesi;
a V1,3 mg/sm IV ogni 2 sett z;sv(sn;;dﬁggi) HR0,77; e
Sonnevekdetal 827 | vs e 5 anni 0S 61% vs 55%
T 50 mg/die p=0 (p=0,07)
Per 3 anni:
V1,3mg/smIV
g 1-4-8-11 ogni 3 mesi
+T100 mg/die 2 anni PFS .
Rosifiol et al. 386 | s 78% 15 63% V5 49% E(')T]esrf”rﬁgcaﬂva Non definito
s0l0 T 100 mg/die (p=0,01) g
Vs
[FN-c. 3 MU SC
3 volte/sett
Abbreviazioni: FUP= follow-up

Tabella 6 — Terapia di mantenimento con bortezomib.




Conclusioni

Lalgoritmo terapeutico del paziente con MM candidato a ASCT si
¢ consistentemente modificato negli ultimi anni e comprende at-
tualmente fasi sequenziali di terapia, quali induzione, HDT, conso-
lidamento e mantenimento, tra di loro complementari, finalizzate
ad incrementare e prolungare la profondita della risposta. Linseri-
mento dei nuovi farmaci in tutte queste fasi ha consentito di pro-

lungare significativamente PES e OS dei pazienti cosi trattati, con
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Introduzione

La prognosi dei pazienti affetti da mieloma multiplo (MM) ¢ miglio-
rata negli ultimi dieci anni grazie alle sempre pitt numerose molecole
utilizzate per il trattamento di questa patologia . Questi farmaci perd
non sono scevri da complicanze che se non affrontate in modo cor-
retto possono essere causa di interruzioni inappropriate delle terapie
o nei casi pilt gravi causare anche la morte dei pazienti. Queste mo-
lecole hanno un profilo di tossicita diverso tra di loro e rispetto ai far-
maci convenzionali. La scelta della migliore terapia per il singolo
paziente si dovra basare quindi oltre che sui risultati scientifici di studi
randomizzati e sulle caratteristiche biologiche, eta e comorbidita del
paziente, anche sul profilo di tossicita dei regimi terapeutici. A questo
proposito sara pertanto necessario tenere ben presente come 'approc-
cio al singolo paziente ¢ completamente cambiato negli anni. Fino a
qualche anno fa, l'avere a disposizione soltanto gli alchilanti o la po-
lichemioterapia, faceva si che l'unica distinzione che veniva fatta era
tra i pazienti candidati al trapianto per eta e assenza di comorbidita e
pazienti non candidati al trapianto. Con 'avvento delle nuove mole-
cole sempre pilt ¢ necessario distinguere nell’ambito dei pazienti non
candidati al trapianto quelli che possono e devono essere trattati con
terapie a dosaggi pieni e quelli piti fragili nei quali sara necessario uti-
lizzare le stesse molecole ma a dosaggi ridotti per evitare appunto
complicanze ?. Nonostante gli accorgimenti che si possono avere,
iniziando un trattamento specifico, ¢ necessario comunque tener ben
presente la possibile insorgenza di tossicita ematologica come anemia,
neutropenia o piastrinopenia, e/o tossicitd non ematologiche come
neuropatie, trombosi, alterazioni metaboliche, insufficienza renale,
infezioni e disturbi gastroenterici che, se accuratamente trattate, non
saranno causa di inappropriata interruzione della terapia per il MM

migliorandone la loro efficacia.

Complicanze Ematologiche

Anemia
In diverse casistiche I'utilizzo delle nuove molecole associate a desa-
metasone (D) o melfalan (M) e prednisone (P) ¢ causa di una anemia

di grado 3-4 nel 3-19% dei pazienti *. Luso dell’eritropoietina &
indicaro nei pazienti con Hb < 9 g/dl, eritropoietina che deve essere
sospesa o ridotta ad una dose di mantenimento quando I'emoglobina
raggiunge i 12 g/dl, per evitare i possibili eventi avversi (trombosi)
che si possono verificare per valori di Hb > 13 g/dl. Tali eventi sono
riportati nel 15-20% dei casi in cui I'eritropoietina viene associata a
farmaci quali lenalidomide o alte dosi di cortisone ©.

Neutropenia

La neutropenia ¢ una complicanza che frequentemente viene indotta
utilizzando farmaci quali gli alchilanti, soprattutto nei primi cicli di
terapia, e che giustifica la valutazione del possibile impiego di una
profilassi basata su terapia antibiotica somministrata per via orale, in-
dicazione mandatoria fino a qualche anno fa . Tra le nuove molecole
il farmaco che maggiormente ¢ gravato da questa complicanza ¢ la
lenalidomide (R), probabilmente per il suo effetto mielotossico mag-
giore rispetto alla talidomide (T) e al bortezomib (V) (Tabella 1).
Lincidenza di neutropenia di grado 3-4 nei pazienti in recidiva tratati
con lenalidomide e desametasone (RD) varia dal 30 al 46% © ¢ au-

menta in modo significativo nei pazienti precedentemente trattati

Lenalidomide

Talidomide

Bortezomib

Tossicita midollare

Tossicita midollare

No tossicita midollare

nel 33,9% dei casi

Trombocitopenia: Trombocitopenia: Trombocitopenia:
Grado 3/4 14,7% | Non comune Tuttiigradi  35%
Grado 3/4  29%
Recupero della
piastrinopenia
nei 10 giorni di riposo
Neutropenia: Neutropenia: Neutropenia:
Grado 3/4  41% | Grado1/2 15-25% | Tuttiigradi  19%
Necessita del Grado 3/4 14%
fattore di crescita Riduzione transitoria

con rapido recupero

Anemia:
Grado 3/4 13%

Anemia:
Rara

Anemia:

Grado 3/4  10%

Tabella 1 — Tossicita midollare della lenalidomide, talidomide e bortezomib.




con autotrapianto di cellule staminali ® o in pazienti con insuffi-
cienza renale ). Lo stesso schema terapeutico quando utilizzato nei
pazienti di nuova diagnosi pud indurre una neutropenia nel 21%
dei casi "%, percentuale che raggiunge anche il 52% quando la lena-
lidomide & associata con il melfalan e il prednisone . La talidomide
pud indurre una modica neutropenia nel 3-15% dei casi *?, percen-
tuale che aumenta (16-48%) quando si utilizza in associazione con
il MP ™. Al contrario, pili bassa ¢ I'incidenza di neutropenia nei
pazienti trattati con il solo bortezomib !, neutropenia che perd pud
aumentare in modo rilevante (30-40% dei casi) quando il bortezo-
mib ¢ associato con la doxorubicina, come avviene nei pazienti in

recidiva ™

, 0 con il melfalan e prednisone nei pazienti di nuova dia-
gnosi . T pazienti neutropenici hanno un rischio elevato di avere
infezioni, che nei pazienti con MM sono una delle principali cause
di morbidita. Per tale motivo, I'uso dei fattori che stimolano i gra-
nulociti (G-CSF) viene raccomandato per prevenire I'insorgenza di
importanti neutropenie. In caso di neutropenie di grado 4 (neutrofili
< 500/pl) durante i trattamenti si consiglia di sospendere la terapia
specifica ed eseguire terapia antibiotica con ciprofloxacina e G-CSF
fino a quando i neutrofili non avranno raggiunto il valore di 1000/pl.
La persistenza della neutropenia nonostante l'interruzione della te-
rapia e la somministrazione del G-CSF richiede una valutazione
sullopportunita di ridurre il dosaggio dei farmaci nei cicli successivi
(Tabella 2). Cuso del G-CSF-peghilato deve essere preso in consi-
derazione quando si utilizzano schemi polichemioterapici.

Piastrinopenia

La piastrinopenia ¢ abbastanza comune nei pazienti trattati con al-
chilanti, lenalidomide o bortezomib. Quest’ultimo causa soprat-
tutto un alterato rilascio dei trombociti da parte dei megacariociti
pit che una tossicita midollare, cosa che giustifica il rapido recu-
pero del numero delle piastrine con la sospensione del trattamento.
La lenalidomide pud indurre una piastrinopenia di grado 3-4 nel
10-12% dei pazient trattati in recidiva con lo schema RD 9 ¢
nel 23% di quelli di nuova diagnosi trattati con melfalan, predni-
sone e lenalidomide (MPR) ™V, Tl bortezomib induce piastrinope-
nia nei pazienti trattati in recidiva rispettivamente nel 15-30% e
nel 22% quando utilizzato da solo ' o in associazione alla doxo-
rubicina liposomiale peghilata ' ¢ nel 21-38% dei pazienti che
ricevono bortezomib, melfalan e prednisone (VMP)  come prima
linea di terapia. La talidomide, raramente induce piastrinopenia
quando utilizzata da sola. Lincidenza del 3-14% riportata utiliz-
zando lo schema melfalan, prednisone e talidomide (MPT) ¢ ge-
neralmente associato al concomitante utilizzo degli agenti
alchilanti. In caso di grave piastrinopenia in corso di trattamento
sard necessario interrompere la terapia, intervenire anche con far-
maci antifibrinolitici e trasfusioni di concentrati piastrinici, in caso
di sanguinamenti, e ridurre i dosaggi delle terapie in rapporto alla
tempistica della ripresa midollare (Tabella 3).

Complicanze non ematologiche

Neuropatia

La neurotossicita iatrogena ¢ dovuta soprattutto all’utilizzo del bor-
tezomib e della talidomide; piti raramente alla lenalidomide. Una
neuropatia di grado 3-4 pud essere indotta dal bortezomib e dalla
talidomide sia nei pazienti di nuova diagnosi che in recidiva nel 3-
12% dei casi ®#1>19, Una diagnosi precoce permette di intervenire
sul dosaggio e sulla schedula di somministrazione dei farmaci evi-
tando quei danni che dipendono dalla loro dose e accumulo 217, 11
precoce riconoscimento della neuropatia ¢ molto importante perché
la pronta riduzione del dosaggio del farmaco ¢ il modo piu efficace
del trattamento di questa complicanza. In uno studio GIMEMA,
in cui lo schema terapeutico VMPT ¢ stato comparato al VMP, I'in-
cidenza della neuropatia periferica si riduceva quando il bortezomib
dallo schema standard di somministrazione bisettimanale veniva
dato settimanalmente, rispettivamente dal 24 al 6% e dal 14 al 2%
per i pazienti nel gruppo VMPT e VMP ¥, Una iniziale e incom-
pleta alterazione richiedera una riduzione di dose del farmaco, che
al contrario dovra essere sospeso in caso di dolore neuropatico e di
difficolta a svolgere le normali attivita di vita. Per il bortezomib, in
caso di neurotossicita di grado 1 con dolore o di grado 2, viene rac-
comandato una riduzione del dosaggio del farmaco a 1,0 mg/m?
per il grado 2 con dolore o grado 3 la sospensione del trattamento
fino alla risoluzione dei sintomi ad almeno grado 1 e la ripresa del
farmaco ad un dosaggio ridotto, mentre per il grado 4 il trattamento

deve essere sospeso definitivamente ™.

Neutrofili
< 500/l

Interrompere il trattamento (somministrare fattore di crescita
+ controllo emocromo ogni settimana)

Profilassi con ciprofloxacina 500 mg x 2/die
Riprendere il trattamento quando neutrofili > 1000/pl

<1000/l | Ritardare il ciclo di terapia; se ritardo > 2 settimane

0+ di 1 citopenia = ridurre il dosaggio dei farmaci

Tabella 2 — Raccomandazioni per la gestione della neutropenia.

Piastrine
<20.000/ul

Interrompere il trattamento (terapia cortisonica
+ acido tranexanico + controllo emocromo ogni settimana)

Riprendere il trattamento quando piastrine > 50.000/pl

<50.000/ul | Ritardare il ciclo di terapia se ritardo > 2 settimane

e + di 1 citopenia = ridurre il dosaggio dei farmaci

Trasfusioni di concentrati piastrinici in caso di sintomatologia
emorragica

Tabella 3 — Raccomandazgioni per la gestione della piastrinopenia.




Per la talidomide in caso di neuropatia di grado 1, l'indicazione ¢ di
mantenere lo stesso dosaggio, che sara ridotto del 50% in caso di
grado 2 e per il grado 3 interruzione della terapia con possibilita di
riprenderla a dosaggio ridotto se la sintomatologia migliora fino al
grado 1 (Tabella 4). A questo proposito si raccomanda un attento
monitoraggio clinico in modo da anticipare la comparsa del dolore.
Un'attenzione particolare va posta alla comparsa del bruciore not-
turno alla pianta dei piedi, preludio molto spesso del dolore neuro-
patico. Lutilizzo giornaliero di vitamine, di pregabalin e gabapentin
viene raccomandato come sintomatico, ma la cosa pitt importante ¢

modificare la posologia e/o le schedule di terapia.

Trombosi venosa

Nel caso del MM gli eventi tromboembolici hanno cause multifat-
toriali quali caratteristica trombogenica della patologia in sé, proba-
bilmente dovuta alle caratteristiche fisico-chimiche della componente
monoclonale (CM), uso di alcune terapie quali talidomide ), le-

@Y, eritropoietina soprattutto in associazione a lenalido-
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nalidomide
mide © o alte dosi di desametasone
Comunemente la pit alta incidenza di trombosi si ha nei pazienti
con MM alla diagnosi e durante i primi 4-6 mesi di trattamento *.
Uno screening di coagulazione al momento dell’inizio del tratta-
mento non ¢ raccomandato per pazienti asintomatici per problema-
tiche emorragiche o trombotiche. Talidomide e lenalidomide da soli
non aumentano l'incidenza della trombosi venosa (VTE) che al con-
trario aumenta con |'aggiunta del desametasone o della chemiotera-
pia, come dimostrato in uno studio randomizzato che ha testato
I'efficacia dello schema talidomide e desametasone (TD) verso le

Neuropatia da bortezomib Neuropatia da talidomide
GRADO | Raccomandazioni GRADO | Raccomandazioni
| Schedula bisettimanale: | | Ridurre la dose di talidomide

ridurre il dosaggio del bor-
tezomib di un livello* 0 ese-
guire una dose a settimana
Schedula settimanale:
ridurre il dosaggio

del bortezomib di un livello

del 50%

Icon | Come sopra,maseil |l Sospendere il trattamento

dolore | paziente & gia in terapia fino a risoluzione dei

ol settimanale interrom- sintomi riduzione a grado |
pere momentanea- e riprendere con un dosaggio
mente o ridurre la dose del 50%
di un livello

IFcon | Sospendere oIV | Sospendere definitivamente

dolore | definitivamente

olllolv

* Riduzione bortezomib: dose standard: 1.3 mg/m?; dose ridotta

di 1 livello: 1 mg/m?, dose ridotta di 2 livelli: 0,7 mg/m?

Tabella 4 — Raccomandazgioni per la gestione della neuropatia.
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alte dosi di desametasone in cui gli eventi trombotici dei pazienti
con MM, che non ricevevano alcuna profilassi, erano rispettivamente
del 18 € 3% . Anche per lo schema MTP viene riportata una pitt
alta incidenza di VTE. In uno studio GIMEMA l'introduzione della
profilassi con eparina a basso peso molecolare ha ridotto gli eventi
trombotici dal 20 al 3% 9. Quale sia la migliore terapia di profilassi,
quando si utilizzano farmaci il cui uso pud essere complicato da
eventi trombotici, ¢ argomento ancora molto dibattuto. Un unico
studio randomizzato tra acido acetilsalicilico (100 mg/die), basse
dosi di warfarin (1,25 mg/die) ed eparina a basso peso molecolare
(LMWH; 40 mg/die SC), eseguito su pazienti in trattamento con
regimi terapeutici che comprendano la talidomide, ha dimostrato
un’equivalenza tra i tre farmaci nei pazienti con rischio standard di
sviluppare eventi trombotici, mentre I'eparina ¢ risultata essere pitt
efficace nel prevenire gli eventi trombotici nei pazienti ad alto rischio
9. Eventi trombotici sono stati segnalati nel 26% di pazienti di
nuova diagnosi trattati con RD, incidenza che si riduce significati-
vamente al 6% quando vengono utilizzate le basse dosi di desame-
tasone (Rd) ??. Nessuna correlazione ¢ stata riportata tra VTE e
bortezomib ®. Di conseguenza, nell'ambito delle nuove molecole
utilizzate, sard importante prendere in considerazione una profilassi
antitrombotica per i soli pazienti in terapia con immunomodulatori,
terapia che dovra tener presente i fattori di rischio dei singoli pa-
zienti. I fattori di rischio da considerare saranno quelli individuali
(etd, obesita, anamnesi positiva per eventi trombotici, cateteri venosi
centrali, cardiopatia, insufficienza renale cronica, diabete, infezioni,
interventi chirurgici), quelli correlati alla malattia (esordio di malat-
tia, iperviscosita) e quelli correlati alla terapia (alte dosi di desame-
tasone, doxorubicina, o schemi di polichemioterapia). Laspirina
verra utilizzata per pazienti che non hanno fattori di rischio o con
un fattore di rischio individuale o dovuto alla malattia mentre I'epa-
rina a basso peso molecolare o le dosi terapeutiche di warfarin in
caso di pazienti con almeno due fattori di rischio individuali o legati
alla malattia, o in trattamento con alte dosi di desametasone o poli-
chemioterapia. La terapia specifica dovra essere sospesa per essere ri-
presa dopo un miglioramento o completa risoluzione dell'evento se

il paziente, nonostante la profilassi, manifesta una VTE *9.

Insufficienza renale

La disidratazione, le infezioni, 'uso di farmaci nefrotossici quali an-
tibiotici o gli antinflammatori non steroidei (FANS), l'ipercalcemia
e la stessa chemioterapia possono essere causa di alterata funzione re-
nale. Capproccio al paziente con MM a rischio di sviluppare una in-
sufficienza renale sara di evitare le cause scatenanti questa complicanza
per cui oltre a consigliare di bere almeno 2 litri di acqua al giorno,
sara necessario evitare ['uso dei FANS e di altre sostanze nefrotossiche.
La scelta del trattamento specifico si fara tenendo presente anche il
metabolismo dei farmaci utilizzati: la talidomide e il bortezomib non

richiedono alcuna riduzione del dosaggio in caso di insufficienza re-




nale, mentre utilizzando la lenalidomide & necessario eseguire un ag-
giustamento del dosaggio e un attento controllo della funzionalita re-
nale e degli altri parametri soprattutto nei primi cicli di terapia. La
riduzione del dosaggio viene eseguita considerando il valore della clea-
rance della creatinina: in caso di valori tra 30 e 60 ml/min, la dose
raccomandata ¢ 10 mg al giorno, mentre per valori inferiori a 30
ml/min la dose ¢ di 15 mg a giorni alterni se il paziente non ¢ dializ-
zato, ¢ 5 mg 3 volte a settiman dopo la dialisi (Tabella 5).

Infezioni

Le infezioni nei pazienti con MM sono una delle cause di morbidita,
nel 15% dei casi sono il primo segno di malattia e sono maggior-
mente a rischio i pazienti durante i primi mesi di trattamento, quelli
con insufficienza renale e quelli con malattia attiva rispetto alla ma-
lattia stabile. Il rischio ¢ aumentato soprattutto nei pazienti neutro-
penici da chemioterapia e in quelli trattati con alte dosi di
desametasone. Nei pazienti in recidiva trattati con RD viene ripor-
tata una incidenza di infezioni di grado 3—4 nel 10-22% dei casi
619, incidenza che ¢ simile per pazienti di nuova diagnosi trattati
con lo stesso schema, ma che si riduce dal 16 al 9% quando la lena-
lidomide ¢ associata alle basse dosi di desametasone (Rd) ??, mentre
¢ del 10% quando la lenalidomide viene somministrata insieme al
melfalan e prednisone nella stessa categoria di pazienti V. Lutilizzo
del bortezomib, da solo o in associazione con desametasone o che-
mioterapia nei pazienti in recidiva o di nuova diagnosi induce in-
sorgenza di infezioni di grado 3-4 variabile tra il 2 e 13% in diverse
casistiche “1*151820 T3 terapia con bortezomib & perd correlata ad

(17 come confermato

un pit alto rischio di infezione da herpes zoster
dallo studio registrativo VISTA in cui i pazienti trattati nel braccio

VMP hanno sviluppato con maggior frequenza questa infezione

Funzionalita renale (CLer) Dose di lenalidomide

Lieve insufficienza renale

(CLer = 50 mimin) 25 mg/die (dose completa)

Moderata insufficienza renale

(30 < CLer < 50 mi/min) 10 mg/die

Grave insufficienza renale

(CLer < 30 ml/min, senza necessita 15 mg a giorni alterni

di dialisi)
Malattia renale allo stadio finale (ESRD) 5 ma 3 volte a settimana
(CLer < 30 mI/min, con necessita dopg la dialisi

di dialisi)

* La dose puo essere aumentata a 15 mg/die dopo 2 cicli qualora
il paziente non risponda, ma tolleri la dose

Tabella 5 — Riduzione del dosaggio di lenalidomide in accordo con il valore
della clearance della creatinina.

rispetto ai pazienti trattati con il solo MP (14% vs. 4%) @. Utiliz-
zando la talidomide ¢ possibile avere infezioni di grado 3-4 nel 7%
dei pazient trattati con TD @ e nel 10-14% di quelli trattati con
MPT 3%, Importante soprattutto nei pazienti a rischio provvedere
ad una profilassi che dipendera dalla situazione clinica e dal regime
terapeutico utilizzato. Una profilassi con trimethoprim-sulphame-
thoxazolo viene raccomandato per i primi due mesi di trattamento
chemioterapico e durante 'assunzione delle alte dosi di desameta-
sone, mentre quella antivirale ¢ indicata per tutti i pazienti in terapia
con bortezomib. Lassunzione continua di antibiotici pud essere con-
siderata per i primi mesi di trattamento, ma viene consigliata soprat-
tutto per i pazienti pill anziani ad alto rischio infettivo per
comorbiditd come malattie polmonari ostruttive, diabete, insuffi-
cienza renale. Pazienti neutropenici che presentano febbre devono
essere attentamente valutati con emocolture, appropriate indagini
radiologiche e trattati con terapia antibiotica a largo spettro e per via

endovenosa in caso di infezioni sistemiche severe.

La sindrome della lisi tumorale

E una problematica che raramente riguarda i pazienti affetti da MM
trattati con chemioterapia convenzionale comprendente anche gli
alchilanti, ma che deve essere tenuta presente con I'uso delle nuove
molecole in considerazione di quanto riportato in pazienti trattati

con bortezomib 32

). Questa differenza potrebbe essere spiegata, in
parte, dal fatto che la chemioterapia agisce soltanto sulle cellule pro-
liferanti, che nel MM sono in percentuale molto bassa, mentre il
bortezomib su tutte le cellule neoplastiche comprese quelle del mi-
croambiente midollare in cui ¢ stato attivato 'NF-kB ?. Quindi in
caso di pazienti, soprattutto con masse tumorali importanti, sotto-
posti a terapie che prevedono l'uso dei nuovi farmaci viene consi-
gliato di idratare il paziente, alcalinizzare le loro urine ed inserire

farmaci ipouricemizzanti.

Complicanze gastrointestinali

Nausea, diarrea, stitichezza e vomito sono effetti collaterali abba-
stanza comuni di numerosi farmaci. Le complicanze gastrointesti-
nali sono comunque moderate quando si utilizza la talidomide, la
lenalidomide o il bortezomib. Comunemente la talidomide & causa
di stitichezza, mentre la lenalidomide e il bortezomib possono in-
durre sia la stipsi che la diarrea. Nei pazienti in recidiva, I'insor-
genza di diarrea di grado 3-4 ¢ stata riportata nel 6-14% e nel
7-10% dei pazienti rispettivamente trattati con il bortezomib da
solo o in associazione con desametasone o chemioterapia, e con lo
schema RD 1514519 Nei pazienti di nuova diagnosi, lo stesso grado
di tossicita gastrointestinale ¢ stato del 4-11% con lo schema MPT
(prevalentemente stipsi) "**), del 5-17% con il VMP (prevalente-
mente diarrea) %29 ¢ del 2% con lo schema MPRV. Pazienti con
diarrea o stitichezza devono mantenere una abbondante diuresi, per

cui si raccomander? di introdurre per via orale un minimo di 2 litri




di liquidi al giorno; in caso di stitichezza si consiglia di utilizzare
emollienti per le feci e lassativi osmotici. In presenza di diarrea, dopo
aver escluso infezioni, si suggerisce di utilizzare farmaci antidiarroici
e per tossicita di grado 3-4 di ridurre il dosaggio dei farmaci del 50%.

Complicanze dermatologiche

Sono eventi rari caratterizzati da rush e secchezza della cute e non
seri, fatta eccezione della rara necrolisi epidermica tossica e della
sindrome di Steven-Johnson . Sono correlati maggiormente al-
I’'assunzione di talidomide e lenalidomide, molecole che hanno in-
dotto complicanze dermatologiche di grado 3-4 nell'1-8% dei
pazienti ¥2*>19, Lutilizzo del bortezomib ¢ raramente correlato a
queste complicanze, la sindrome mani-piedi ¢ stata segnalata nell’
1-5% dei pazienti trattati con bortezomib e doxorubicina liposo-

14,15)

miale a cui verrebbe attribuita questa sintomatologia ). In caso

di tossicith moderata, I'interruzione dell’assunzione del farmaco ri-
solve la problematica, ma se necessario ¢ possibile utilizzare farmaci
antistaminici e cortisonici ®. In caso di tossicita di grado 3-4 si
consiglia di ridurre il dosaggio dei farmaci del 50%.

Conclusioni

La prognosi dei pazienti affetti da MM ¢ decisamente migliorata
nel corso degli anni, grazie alla possibilita di utilizzare molecole
sempre pili attive per questa malattia e ai progressi che si sono avuti
anche in termine di terapia di supporto. La possibilita di utilizzare
al meglio le diverse terapie, anche in pazienti pit fragili, contri-

buisce all’aumento della percentuale di risposte che si riescono ad
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Parole Chiave
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