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Editoriale

Giorgio Lambertenghi Deliliers
Fondazione Matarelli - Milano

I primo numero dell'annata 2016 di Ematologia Oncologica.it
viene pubblicato, a seguito del vol.3-2015, per illustrare altre
emopatie sistemiche dove I'identificazione di lesioni genetiche
ha portato allo sviluppo di farmaci volti a interferire diretta-
mente con i meccanismi di segnalazione aberranti, responsa-
bili della crescita neoplastica. Lesperienza clinica ¢ solo
allinizio, ma i risultati preliminari indicano che in queste ma-
lattie la terapia mirata potrebbe rappresentare nel prossimo
futuro una valida alternativa ai trattamenti convenzionali.
Lesempio paradigmatico viene dalla storia della leucemia pro-
mielocitica acuta, gia negli anni "80 considerata una leucemia
con caratteristiche di chemiosensibilita diverse rispetto ad altri
sottotipi. Le novita rivoluzionarie arrivano negli anni "90 con
l'introduzione dell’acido all-trans retinoico capace di far dif-
ferenziare le cellule, e piti recentemente del triossido d’arsenico
che, inducendo apoptosi e inibendo I'angiogenesi, contribui-
sce al differenziamento. Oggi questi due “farmaci bersaglio”,
associati alle antracicline o all’anticorpo anti-CD33 nelle
forme ad alto rischio, rappresentano un caposaldo ricono-
sciuto della terapia della promielocitica. Viceversa, le espe-
rienze di terapie mirate nelle altre forme di leucemia mieloide
acuta sono solo all'inizio, rese complicate per la grande etero-
geneita delle lesioni genetiche, peraltro utili sul piano della
classificazione e della prognosi. In fase di sperimentazione cli-
nica sono gli inibitori di FLT3, marker prognostico negativo,
numerosi anticorpi radio o non-coniugati contro marcatori
di superficie cellulare, ed infine nuovi farmaci demetilanti
come target epigenetici.

Nella leucemia linfatica acuta la biologia ha ampliato note-
volmente il panorama delle lesioni bersaglio e quindi le pro-
spettive terapeutiche soprattutto dei pazienti adulti che hanno
una sopravvivenza libera da malattia ancora insoddisfacente.
Nella leucemia linfatica B hanno dimostrato un’efficacia cli-
nica: gli inibitori di tirosin chinasi che, scelti sulla base dello

studio dello stato mutazionale, hanno nettamente migliorato
la gestione e la prognosi della leucemia Ph+; i farmaci che ini-
biscono le vie del segnale di RAS, le cui mutazioni sono fre-
quenti nella malattia ad alto rischio o in fase di recidiva; gli
inibitori della cascata JAK/STAT come il ruxolitinib, larga-
mente testato nelle malattie mieloproliferative; gli inibitori di
geni coinvolti nella regolazione epigenetica, ancora in fase di
sperimentazione soprattutto nei pazienti pediatrici. Per contro
la leucemia linfatica T' ¢ da considerarsi ancora una malattia
ad alto rischio di recidiva, dove i potenziali farmaci bersaglio
non hanno ancora trovato una collocazione clinica.
Nell'ambito delle neoplasie a derivazione B linfoide, I'hairy cell
leukemia rappresenta I'unica condizione patologica che ricono-
sce, come evento genetico causale, la mutazione puntiforme di
una chinasi, la proteina BRAE. Questa peculiarita, che richiama
I'etiopatogenesi monogenica delle leucemie promielocitica e
mieloide cronica, ha indotto ad utilizzare farmaci bersaglio anti-
BRAE, originariamente messi a punto per il melanoma metasta-
tico. Le risposte in pazienti refrattari a molteplici linee di terapia
o in fase di recidiva sono state ottimali, anche per I'assenza di
tossicita midollare. Strategie future prevedono la loro associa-
zione con inibitori della via del segnale RAS per leradicazione
completa delle cellule leucemiche capellute.

Infine, viene offerta al lettore una completa e aggiornata revi-
sione del linfoma di Hodgkin, dove la costante evoluzione tec-
nologica dei metodi diagnostici ha permesso la definizione di
categorie di pazienti a prognosi differente e quindi una stra-
tegia terapeutica adattata al rischio. Alcuni problemi ancora
esistono per gli effetti tardivi della radio-chemioterapia e per
la mortalita correlata al trattamento nei pazienti anziani.
Nuove opzioni terapeutiche sono quindi auspicabili, soprat-
tutto mirate al bersaglio CD30, intensamente espresso sulle
cellule di Hodgkin e di Reed-Sternberg. I risultati preliminari

su pazienti refrattari o in recidiva sono molto promettenti.







Leucemia acuta promielocitica

Laura Ciccont, Mariadomenica Divona, Francesco Lo-Coco

Dipartimento di Biomedicina e Prevenzione, Universita Tor Vergata, Roma

Introduzione

La leucemia acuta promielocitica (LAP) ¢ un raro sottotipo di leu-
cemia acuta: si stima infatti che non piti di 150 casi vengano dia-
gnosticati ogni anno in Italia. La malattia puo colpire soggetti di
qualsiasi eta: bambini, adolescenti, adulti e anziani, con una eta me-
diana dei pazienti intorno ai 40 anni, e con una simile prevalenza
nei due sessi. La LAP ¢ stata storicamente classificata come una va-
rieta di leucemia mieloide acuta (LMA), di cui rappresenta circa il
10% dei casi; tuttavia rispetto alle altre varietd di LMA essa presenta
caratteristiche biologiche e cliniche peculiari e, soprattutto, necessita
di un approccio terapeutico mirato e assai diverso da quello utilizzato
nelle altre forme .

La LAP si caratterizza a livello morfologico per la infiltrazione del
midollo osseo da parte di elementi mieloidi displastici che mostrano
un arresto maturativo a livello del promielocito. La malattia si associa
frequentemente a una grave coagulopatia da consumo con piastri-
nopenia, ipofibrinogenemia ed aumento dei prodotti di degrada-
zione del fibrinogeno. Ha un decorso estremamente aggressivo, a
volte addirittura fulminante per via di frequenti gravi emorragie che
si manifestano all'esordio della malattia. Senza una rapida e accurata
diagnosi e senza le terapie adeguate, questa leucemia ancora oggi
puo avere esito fatale in poche ore o giorni, soprattutto se non rico-
nosciuta in tempo . Per questo ¢ essenziale che sia ben diffusa,
soprattutto presso i centri di pronto soccorso, I'informazione edu-
cativa per la diagnosi differenziale, affinché non ci siano ritardi nella
sua identificazione. I paziente che presenta sintomi e segni sospetti
della malattia (piastrinopenia e/o pancitopenia, alterazioni della coa-
gulazione, ecchimosi, petecchie o altre manifestazioni emorragiche)
va rapidamente indirizzato ai centri specialistici di ematologia per le
cure specifiche, cid che consente oggi nella maggior parte dei casi di
ribaltare completamente la prognosi della malattia, da rapidamente
mortale a guaribile definitivamente.

In seguito ad una serie di scoperte in campo biologico e clinico re-
gistrate negli ultimi 25 anni, oggi ¢ possibile guarire la stragrande
maggioranza (oltre il 90%) dei pazienti con leucemia promielocitica,

purché la malattia sia prontamente e correttamente diagnosticata ed
il paziente indirizzato presso un centro di riferimento. Inoltre, da
una condizione prognostica estremamente sfavorevole che si regi-
strava in tutto il mondo fino ai primi anni 90, con circa il 70%-
80% dei malati che morivano entro un 1-2 anni, oggi siamo passati
alla cura di questa malattia, nella maggior parte dei casi, addirittura
senza fare ricorso alla chemioterapia ed utilizzando soltanto farmaci
mirati®. I successi ottenuti nella LAP vengono oggi considerati, in-
sieme a quelli registrati nella cura della leucemia mieloide cronica,
come un esempio paradigmatico della terapia con famaci bersaglio.
Possiamo anche dire con orgoglio, che la ricerca biologica e clinica
italiana ed in particolare il gruppo GIMEMA (Gruppo Italiano per
lo studio delle Malattie Ematologiche dell’Adulto), hanno dato un
contributo fondamentale ai progressi ottenuti. Questi successi sono
essenzialmente dovuti all'uso di acido all-trans retinoico (ATRA) e
successivamente del triossido di arsenico (ATO) in varie combina-
zioni (con e senza chemioterapici) nonché alla possibilita di diagno-
sticare e monitorare con estrema precisione la malattia grazie alla

identificazione di una specifica alterazione genetica.

Cenni storici sulle terapie mirate

Gia nei primi anni ’80 la LAP veniva riconosciuta dal gruppo GI-
MEMA come una leucemia acuta con caratteristiche di chemiosen-
sibilita diverse rispetto alle altre LMA. In particolare, in seguito alla
descrizione da parte di J. Bernard dell'alta percentuale di risposta
alle antracicline 7, il GIMEMA aveva sviluppato protocolli specifici
per la malattia utilizzando daunorubicina ed in seguito idarubicina
in monochemioterapia.

Nonostante un buon numero di risposte in termini di remissione
completa (circa 70%), la maggior parte dei pazienti trattati con questi
protocolli andava incontro a mortalitd precoce o a recidiva ®”. Pur
tuttavia, era interessante osservare che circa il 30-40% dei pazienti
trattati con daunorubicina o idarubicina diventavano lungo soprav-
viventi. Possiamo dunque affermare che la monochemioterapia a

base di antracicline rappresentava in qualche modo un trattamento




mirato nelle LAP. Ancora oggi di fatto, specialmente nelle forme ad
altro rischio (iperleucocitarie), le antracicline sono i farmaci di prima
scelta da associare a ATRA e/o ATO ed esse rimangono dunque un
caposaldo della terapia della LAP.

Nel 1988 i ricercatori di Shanghai in Cina pubblicavano i risultati
su una serie di pazienti trattati con un semplice derivato della vita-
mina A, 'ATRA %, Questa pubblicazione veniva accolta con stu-
pore e meraviglia poiché, per la prima volta in tutta la storia della
terapia anti-tumorale, si otteneva la remissione completa facendo
differenziare le cellule maligne (cio¢ convertendole in cellule termi-
nali mature) ed evitando la chemioterapia. Questi risultati potevano
a buon diritto essere definiti rivoluzionari, in quanto a seguito della
loro riproducibilita in tutto il mondo, veniva abbattuto un dogma
e cioe quello che il cancro fosse sempre e comunque una condizione
irreversibile.

Benché 'ATRA fosse efficace nell'ottenimento della remissione com-
pleta in un’alta percentuale dei pazienti, ben presto si capi che, ai
fini della risposta a lungo termine e dunque ai fini della guarigione
definitiva era necessario combinare a questa vitamina una chemio-
terapia, sia pure a dosi ridotte rispetto a quelle utilizzate nelle altre
LMA. Con i protocolli di combinazione a base di ATRA e chemio-
terapia ideati dal GIMEMA e da diversi altri gruppi cooperativi nel
mondo (PETHEMA, MRC, gruppo Franco-Belga-Svizzero ed altri),
si ottenevano gia verso la meta degli anni "90 risultati straordinari,
con 70%-80% di pazienti lungo sopravviventi e potenzialmente gua-
riti "9, Contemporaneamente alla scoperta dell’attivita dell’acido
retinoico, da un punto di vista biologico veniva riconosciuta nel
1990 una alterazione genetica acquisita che ¢ assolutamente specifica
e patognomonica della malattia e ciot il gene di fusione PML/RARa.
Questa fondamentale scoperta, a cui contribuiva in Italia il gruppo
di lavoro coordinato da PG. Pelicci, consentiva tra 'altro di ottenere
una diagnosi piti rapida e precisa della malattia attraverso test gene-
tico-molecolari tipo RT-PCR®.

Come si ¢ detto, i risultati ottenuti negli anni "90 con chemioterapia
e acido retinoico avevano cambiato in modo straordinario la pro-
gnosi della malattia. Tuttavia, i noti effetti collaterali della chemio-
terapia (immunosoppressione, infezioni, perdita di capelli, nausea
vomito etc.) benché il piti delle volte transitori, influivano assai ne-
gativamente sulla qualita di vita dei pazienti, associandosi peraltro
ad un rischio di mortalita non trascurabile.

Al fine di diminuire la tossicitd, i vari gruppi cooperativi incluso il
GIMEMA svilupparono negli anni 2000 protocolli adattati al ri-
schio, nei quali l'intensita della chemioterapia veniva modulata in
base al rischio iniziale di recidiva 19.

Verso la fine degli anni ‘90 venivano resi noti i risultati ottenuti, an-
cora una volta in Cina, utilizzando per la terapia della LAP il trios-
sido di arsenico (ATO) 2. Una sostanza popolarmente nota come

un potente veleno, e utilizzata da secoli con scarso successo per la

cura di diverse malattie infettive e tumorali, si rivelava essere 'arma
pit efficace nella cura della LAP. Molti gruppi nel mondo comin-
ciarono a sperimentare questa sostanza e tra questi E. Estey allMD
Anderson negli USA, proponeva uno schema di combinazione con
ATRA e ATO, con risultati particolarmente favorevoli nei pazienti
con LAP a basso rischio (e cio¢ con numero di globuli bianchi non
elevato alla diagnosi) 2.

Nel 2006, il GIMEMA disegnava uno studio randomizzato per pa-
ragonare la combinazione ATRA-ATO (dunque priva di chemiote-
rapici) proposta da Estey, con il tradizionale schema di acido
retinoico e chemioterapia. I risultati di questo studio, pubblicati nel
2013 sul New England Journal of Medicine, unitamente a quelli di
uno studio indipendente (anche esso multicentrico randomizzato)
condotto in Gran Bretagna, dimostravano in modo assai chiaro e
inconfutabile la possibilita di curare la LAP senza ricorrere alla che-
mioterapia, almeno nelle forme a basso rischio (che peraltro costi-

tuiscono circa il 75% dei casi) ®29.

Acido all-transretinoico e chemioterapia

Il gruppo GIMEMA ha riportato nel 1997 alti tassi di remissione
molecolare nella LAP di nuova diagnosi utilizzando in simultanea
ATRA e idarubicina (schema AIDA) seguiti da consolidamento con
polichemioterapia e mantenimento con basse dosi di chemioterapia
associate ad ATRA ®. Lo schema AIDA, con leggere modifiche, fu
adottato dal gruppo spagnolo PETHEMA che lo perfeziono ridu-
cendo il carico terapeutico omettendo '’ARA-C e altri farmaci non
intercalanti, ottenendo simili risultati ®°. A seguito di una meta-
analisi condotta insieme dai gruppi PETHEMA e GIMEMA sui ri-
sultati degli studi citati, si poté definire nel 2000 uno score
prognostico per determinare il rischio di recidiva nella malattia al-
Pesordio®. Lutilizzo di questo, che classifica come pazienti ad alto
rischio quelli con leucociti alla diagnosi >10.000/pl, consente a sua
volta di stratificare i pazienti e diversificare la terapia includendo
'ARA-C nel consolidamento per i casi ad alto rischio (circa un 25-
30%) e soprattutto, risparmiare tossicita non necessaria nei pazienti
a basso rischio. I risultati della terapia della LAP adattata al rischio,
riprodotti da GIMEMA 9, PETHEMA @ e diversi altri gruppi
nel mondo, consentirono di ottenere percentuali di lungo sopravvi-
venza libera da malattia superiori al 90% .

Oltre che nel paziente giovane adulto, lo schema AIDA si ¢ dimo-
strato assai efficace anche nel paziente anziano. In questa categoria
di pazienti la LAP conserva caratteristiche assolutamente uniche e
diverse rispetto alla LMA dell’anziano ®”. Va aggiunto che nell’an-
ziano con LAP ¢ meno frequente la presentazione di malattia ad alto
rischio, ragion per cui, fatta eccezione dei seri problemi legati alla
minore tolleranza della chemioterapia intensiva, la malattia ¢ in teo-
ria pilt facilmente eradicabile e guaribile nell’anziano rispetto al gio-

vane adulto. Nonostante i notevoli progressi registrati con I'avvento




dei protocolli di combinazione ATRA + chemioterapia, circa un
15% dei pazienti trattati con questi schemi va incontro a recidiva.
Inoltre, si ¢ visto come questi schemi sono associati a significativa
tossicitd (principalmente dovuta alla mielosoppressione e conse-
guenti gravi infezioni), nonché al rischio di cardiopatie e soprattutto
sviluppo in circa il 2% dei casi di leucemie secondarie ©V.

Triossido di arsenico

Composti derivati dall’arsenico sono stati utilizzati sin dall’antichita
nella medicina tradizionale cinese per il trattamento dei disordini
neoplastici e inflammatori. @ In seguito agli eccellenti risultati nei
pazienti recidivad, il triossido di arsenico ¢ stato approvato in Europa
e negli Stati Uniti per il trattamento della LAP in recidiva o refrat-
taria. Il meccanismo d’azione dell’arsenico nella LAP & complesso e
ancora non compreso nei dettagli. Ad alte concentrazioni (0,5 - 2,0
pmol/l) il triossido di arsenico induce apoptosi in vitro, attraverso
la via delle caspasi 2 e 3, mentre a concentrazioni inferiori (0.1 -
0,5 pmol/l) induce parziale differenziamento dei promielocitici leu-
cemici attraverso la degradazione della oncoproteina PML/RARa;
inoltre, studi di laboratorio hanno dimostrato che il triossido di ar-
senico inibisce I'angiogenesi tramite la down-regolazione del vascular
endothelial growth factor (VEGF).? Riguardo al suo profilo di tos-
sicitd, il triossido di arsenico ¢ generalmente ben tollerato ed il suo
utilizzo ¢ associato a un serie di eventi avversi reversibili che inclu-
dono la iperleucocitosi, la sindrome da differenziamento, il prolun-
gamento del QT, neuropatia periferica, rialzo degli enzimi epatici,
modesta mielosoppressione, iperglicemia ed ipokaliemia.

Fra questi, il prolungamento del QT e la sindrome da differenzia-
mento sono gli effetti avversi piti seri e potenzialmente fatali per lo
sviluppo di complicanze come aritmie ventricolari e insufficienza re-
spiratoria acuta. Alla luce della frequenza e della pericolosita di queste
complicanze, i moderni studi clinici prevedono comunque misure
terapeutiche e accorgimenti atti a prevenire e contrastare tali effetti
collaterali #3249,

Secondo i primi studi clinici condotti in Cina, il triossido d’arsenico
¢ in grado di indurre remissione completa ematologica in pilt
dell’85% dei pazienti recidivati dopo la terapia di prima linea con
ATRA ®39 Questi risultati sono stati poi riprodotti negli Stati
Uniti, dapprima in uno studio pilota e successivamente in un esteso
studio multicentrico per pazienti recidivati dopo ATRA 39, A dif-
ferenza del’ ATRA, il triossido di arsenico era in grado di indurre
una remissione molecolare duratura dopo due cicli di terapia nella
maggioranza dei pazienti trattati in recidiva .

La conferma dell’efficacia dell'arsenico nella LAP in recidiva ¢ stata
fornita da diversi studi clinici successivi condotti in tutto il mondo
che hanno riportato tassi di remissioni complete >70% e sopravvi-
venza a 1-3 anni nel range del 50-70% 7. A seguito di questi dati
e del profilo di tossicita favorevole, diversi studi hanno esplorato I'ef-
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fetto del’ATO utilizzato come terapia di prima linea. ATO come
singolo agente ¢ stato utilizzato, infatti come terapia di induzione e
consolidamento in pazienti con APL di nuova diagnosi in due studi
condotti in Iran ®¥ ed in India ®, con tassi di sopravvivenza globale
tra il 65% ed il 75% a 3 anni e sopravvivenza libera da malattia
> 85% in entrambi gli studi con dati particolarmente favorevoli nei

) 3839 Successivi trials

pazienti non iperleucocitari (basso rischio
hanno esplorato lefficacia ed il profilo di tossicita in combinazione
con altri agenti, incluso 'ATRA. Uno studio clinico randomizzato
cinese ha dimostrato per la prima volta un forte sinergismo tra ATO
ed ATRA, unitamente a un'aumentata efficacia antileucemica com-
parata al solo ATO o al solo ATRA utilizzati come singoli farmaci .
In questo studio, tuttavia, I'induzione con ATRA ed ATO era seguita
da consolidamento con chemioterapia convenzionale. Piti recente-
mente, diversi studi condotti in vari paesi anche a livello internazio-
nale hanno dimostrato lefficacia di ATO combinato con ATRA e
chemioterapia. In particolare, il trial australiano-asiatico APML4
che associava il regime classico AIDA con ATO in induzione, seguito
da 2 cicli di consolidamento con ATRA e ATO, ha riportato tassi di
sopravvivenza globale del 93% e sopravvivenza libera da recidiva pari
al 98% “V. Questi risultati sono stati confermati a medio-lungo ter-
mine in un recente aggiornamento dello studio®”.

Un interessante studio pilota condotto a Houston negli Stati Uniti,
ha sperimentato per la prima volta la combinazione di ATRA ¢ ATO
per pazienti di nuova diagnosi senza I'aggiunta della chemioterapia.
Gli investigatori del’MD Anderson Cancer Center (MDACC)
hanno riportato inizialmente in 44 pazienti (sia basso che alto ri-
schio) tassi di risposta completa pari all'89% con solo tre recidive
tra i pazienti ad alto rischio; un recente aggiornamento di questo
studio su una serie estesa ha confermato alti tassi di risposta emato-
logica completa (92%) con sopravvivenza globale (OS) a 2 anni pari
all'86%, con migliore tasso di risposta nei bassi rischi .

Sebbene mancasse ancora la conferma con studi clinici randomizzati
che prevedessero un confronto diretto tra ATRA+chemioterapia e ap-
procci terapeutici con ATO, questo studio indicava la elevata efficacia
della combinazione ATO-ATRA in assenza di chemioterapici conven-
zionali nel trattamento della LAP. Particolarmente favorevoli erano,
come si ¢ detto, i risultati ottenuti con questo schema nei pazienti a

rischio basso-intermedio .

Terapia mirata con ATRA e ATO

La possibilita di curare la LAP senza chemioterapia ¢ stata valutata
per la prima volta in un trial randomizzato, nello studio disegnato
dal gruppo cooperativo italiano GIMEMA. La sperimentazione,
condotta in associazione ai gruppi cooperativi tedeschi AMLSG e
SAL, ha comparato 'approccio ATRA-ATO con la terapia standard
AIDA (studio APL 0406) nei pazienti con LAP a rischio basso-in-
termedio. I risultati, pubblicati nel 2013, hanno mostrato che la




STUDI N.PAZIENTI | SCHEMA DI TERAPIA REMISSIONE | RecIDIVA P
Shen et al “ 61 ATO 95% 11% nr. 88%
ATRA+ATO 90% - 100%
ATRA 95% 26% 70%
Huetal 85 ATRA+ATO 94,1% 4% 91,7% nr.
Ravandi et al ®® 82 ATO+ATRA(+GO) 92% 4% 85% nr.
Mathews et al €9 72 ATO 86% nr. 74,2% 80%
Ghavamzadeh et al @ 94 ATO 86,3% 25,3% 64,4% 66,7%
Lou et al *) 137 ATRA+ATO 93,4% 4% 99% 98% (RFS)
Lo Coco et al & 162 ATRA+ATO 100% 1% 99% 97%
X?RA+Chemioterapia 95% 6% 91% 90%
Zhu et al @7 242 Arsenico orale 99,1% 0.8% 99,1% 98,1%
X?O iV, 97,4% 0.8% 96.6% 95,5%
lland et al “2 124 ATO+ATRA+Chemioterapia | 95% 1,7% 94% 95%
Burnett et al @ 235 ATRA+ATO 94% 1% 93% nr.
K?RA+Chemioterapia 89% 18% 89%
Abbreviazioni: GO, Gemtuzumab 0zogamicin; RFS: sopravvivenza libera da recidiva; ATO: Triossido di arsenico; ATRA: Acido all-trans retinoico; i.v.: intravenoso, n.r.: non riportato

Tabella 1 — Principali studi con triossido di arsenico nella LAP di nuova diagnosi.

combinazione ATRA-ATO ha efficacia almeno comparabile rispetto
alla terapia standard nei pazienti con LAP non ad alto rischio di
nuova diagnosi . Dei 156 pazienti valutabili in questo studio,
77177 (100%) nel gruppo ATRA-ATO hanno raggiunto la remis-
sione completa dopo I'induzione contro 75/79 (94%) nel braccio
AIDA. Dopo un follow up mediano di 34 mesi, la sopravvivenza li-
bera da eventi, obiettivo primario dello studio, era del 97% nel
gruppo ATRA-ATO contro un 86% nel gruppo AIDA (p = 0,02)
mentre sopravvivenza globale era del 99% contro il 91%, p = 0,02).
Nello studio ¢ stata inoltre riportata una incidenza significativamente
minore di tossicita ematologica e complicanze infettive nel gruppo
di trattamento ATRA-ATO rispetto al braccio di terapia standard.
Tuttavia, i pazient trattati con ATRA-ATO hanno mostrato una pitt
alta incidenza di rialzo degli indici di funzionalita epatica (transa-
minasi, bilirubina, fosfatasi alcalina) e del prolungamento del QT¢c
rispetto al gruppo ATRA-chemioterapia; queste complicanze sono
risultate comunque sempre reversibili e gestibili con modifiche o in-
terruzioni temporanee del trattamento con ATRA e/o ATO. I risul-
tati di questo studio sono stati recentemente aggiornati con un
follow up pitt lungo, dimostrando una differenza ancora maggiore
in favore del gruppo ATRA-ATO @,

Il #rial AML-17 condotto autonomamente dal gruppo cooperativo
britannico NCRI ha recentemente confermato I'efficacia dell’ap-

proccio ATRA-ATO senza chemioterapia *”. Analogamente allo
studio italo-tedesco su citato, lo studio del NCRI ha confrontato
I'approccio standard AIDA (senza terapia di mantenimento) con la
combinazione ATRA-ATO, impiegando una schedula diversa del-
'ATO somministrato alla dose di 0,3 mg / kg nei giorni 1-5 di ogni
ciclo di 0,25 mg / kg due volte a settimana nelle settimane 2-8 del
ciclo 1 € 2- 4 dei cicli 2-5.

Inoltre, poiché erano inclusi i pazienti con LAP ad alto rischio, era
previsto per questa categoria 'impiego di 1 o 2 dosi di GO, 6 mg/m?
nei primi 4 giorni della terapia di induzione.

Con un follow up mediano di 32,5 mesi, i risultati di questo studio
hanno confermato un beneficio significativo a favore del regime
ATRA-ATO rispetto all’ AIDA in termini di sopravvivenza libera da
eventi a4 anni (91% vs 70%; p = 0,002), sopravvivenza libera da re-
cidiva molecolare a 4 anni (98% vs 70%; p = <0,0001) ed incidenza
cumulativa di recidiva molecolare (1% versus 18%; p = 0,0007).

La sopravvivenza globale, a differenza dell’ APL0406, non ha mo-
strato differenze tra il braccio ATRA-ATO ed il gruppo AIDA (93%
vs 89%, p=ns) *¥. Sulla base dei risultati di questi due studi rando-
mizzati, oggi si raccomanda che la terapia con ATRA-ATO debba
rappresentare il nuovo standard di trattamento di prima linea per i

pazienti con LAP a rischio basso-intermedio.




Altri agenti terapeutici

Gemtuzumab ozogamicin

I GO ¢ un anticorpo monoclonale anti-CD33 coniugato, dise-
gnato per dirigere un agente chemioterapico (N-acetil gamma ca-
liceamicina) direttamente sulle cellule bersaglio. I blasti della
leucemia acuta promielocitica rappresentano bersagli ideali per la
terapia con GO data la elevata espressione dell’antigene CD33 nella
pressoche totalita dei casi.

I GO ¢ stato testato come agente singolo in 16 pazienti affetti da
APL in recidiva molecolare in uno studio pilota italiano alla dose
di 6 mg/m? per un minimo di 2 dosi. Con questo programma te-
rapeutico, la remissione molecolare ¢ stata raggiunta nel 91% dei
casi dopo due dosi e nel 100% nei pazienti testati dopo la terza
dose. Sette su 14 pazienti che avevano risposto sono rimasti in re-
missione molecolare sostenuta per un periodo di follow up mediano
di 15 mesi, mentre 7 pazienti hanno recidivato a 3-15 mesi. La tos-
sicita osservata in questo studio ¢ stata transitoria e consisteva prin-
cipalmente in mielosoppressione ed aumento degli enzimi epatici.
Un solo paziente ha presentato grave tossicita epatica senza alcun
segno di malattia veno-occlusiva.

In sintesi, GO ¢ un agente ben tollerato e mostra elevata efficacia
nella LAP avanzata ®). Come gi accennato sopra, diversi studi cli-
nici che utilizzano ATRA e ATO in prima linea includevano anche
l'uso di GO ai fini di contrastare la iperleucocitosi in pazienti a alto
rischio @44,

Arsenico orale

Una formulazione orale di arsenico (tetra-arsenico orale tetra sol-
furo) ¢ stata recentemente valutata come trattamento di prima linea
nella LAP e confrontata con la formulazione endovenosa di trios-
sido di arsenico in uno studio di non inferiorita “9. Un totale di
242 pazienti sono stati assegnati a 7andom ad un trattamento con
arsenico orale o per via endovenosa insieme ad ATRA come terapia
di induzione, seguita da 3 cicli di consolidamento e mantenimento.

Dopo un follow up mediano di 39 mesi, non sono state riscontrate
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Leucemia mieloide acuta

Giovanni Martinelli

Istituto di Ematologia “L. E A. Seragnoli”, Bologna

Introduzione

La leucemia mieloide acuta (LMA) ¢ una malattia proliferativa acuta
del midollo osseo che origina da cellule progenitrici mieloidi. Fin
dalla pubblicazione della terza edizione della classificazione WHO
(2001), ¢ divenuto via via sempre pilt chiaro come diverse lesioni
genetiche cooperino non solo al fine di stabilire il processo leuce-
mico, ma influenzino anche le sue caratteristiche morfologiche e cli-
niche, rappresentando in alcuni casi potenti indicatori prognostici
utili alla definizione del rischio di malattia ed alla consequenziale
classificazione dei pazienti .

Lultima classificazione delle neoplasie ematologiche riconosce infatti
diversi sottotipi di LMA, distinti in base a specifiche alterazioni ca-
riotipiche e genetiche . Numerosi sforzi sono stati condotti per de-
finire profili mutazionali e loro significato @, e ne sono ancora in
corso altrettanti che si avvalgono anche di tecnologie innovative,
come il Next Generation Sequencing.

Sebbene I'identificazione di nuove specifiche mutazioni genetiche
abbia gia consentito di ottimizzare I'approccio ai soggetti affetti da
LMA, la percentuale di essi che riescono ad ottenere una remissione
completa, se trattati con chemioterapia intensiva, varia dal 40
all’80%: e questo a seconda dei vari studi condotti e delle caratteri-
stiche prognostiche della malattia alla diagnosi “?.

Inoltre, la maggior parte dei pazienti ricade entro i primi 2 anni dal-
l'ottenimento della remissione completa, soprattutto quei pazienti
in cui non viene effettuaro il trapianto allogenico di midollo osseo
come terapia di consolidamento.

La LMA ¢ percio caratterizzata da una scarsa sopravvivenza media
anche nei soggetti giovani 7. Inoltre, ed ancor pilt preoccupante,
la maggior parte dei vari regimi chemioterapici utilizzati fino ad ora
non ha mai dimostrato significativi miglioramenti nella sopravvi-
venza, soprattutto nella categoria di pazienti che sono definiti ad alto
rischio, classificando questi pazienti secondo i pitt diffusi scores pro-
gnostici ©.

[ soggetti anziani, inoltre, che non hanno accesso a chemioterapie

intensive per la spesso concomitante ¢ diffusa comorbidita, o che

non sono candidabili a chemioterapie intensive, hanno prognosi ge-
neralmente infausta, e una sopravvivenza media che puo essere sti-
mata in mesi .

Si impone pertanto, nella maggior parte dei malati, la ricerca di
markers molecolari fruibili come zrgess per un terapia mirata o per
strategie personalizzate, che colpiscano il pitt possibile la cellula leu-
cemica e risparmino la cellula non neoplastica. Terapie mirate o tar-
get specifici in via di sviluppo clinico e, associate a chemioterapia

convenzionale, sono assai promettenti.

Abbiamo pertanto ritenuto importante, dopo un breve excursus ri-
guardante lo stato dell'arte, con le terapie registrate, approfondire
le pitt moderne conoscenze sui markers molecolari leucemie-asso-
ciati, la loro identificazione, la loro applicazione diagnostica ¢ le
strategie terapeutiche innovative proposte nel contesto della LMA.

Terapie registrate

I protocolli di trattamento chemioterapici della LMA sono sostan-
zialmente basati sull’utilizzo di citarabina e antraciclina, con I'even-
tuale aggiunta di fludarabina o etoposide come terzo farmaco. Tali
protocolli, utilizzabili nel soggetto giovane e fiz: con appropriate ri-
duzioni nei dosaggi, possono essere utilizzati anche nel soggetto an-
ziano e fir.

Non esistono farmaci bersaglio mirati registrati nella LMA. Fanno
eccezione, nel paziente anziano unfit, I'azacitidina, somministrabile
ai malati che hanno tra il 20 e il 30% di blasti midollari, e la decita-
bina. Entrambi questi farmaci agiscono da demetilanti del DNA, e
sono pertanto efficaci nel ridurre la quota blastica midollare ucci-
dendo la cellula leucemica, con induzione e conseguente remissione
completa in una piccola porzione della popolazione, e ottenimento
della trasfusione indipendenza in una consistente parte dei pazienti
trattati nonché miglioramento della loro qualita di vita 17
Entrambi questi due farmaci, ad azione primariamente demetilante,
non si possono definire propriamente target mirati, in quanto
l'azione demetilante ¢ relativamente diffusa sull'intero genoma e non

specifica su particolari geni. Si potrebbe dire che & unazione signaling
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Figura 1 — Numero di lavori pubblicati contenenti nel tirolo, 0 abstract, i termini acute myeloid leukemia e targer (Elaborazione personale).

specifica, nel senso che colpisce il processo di demetilazione delle ci-
tidine sul DNA, inibendo un processo specifico: la metilazione nu-
cleotidica delle 5-methyl-citidine.

Vista la prognosi infausta, soprattutto nei soggetti anziani, in quelli
che ricadono dopo breve tempo dalla terapia, ed in chi fallisce nel-
l'ottenere una prima remissione completa, la LMA ¢ stata ed ¢ ad
oggi un terreno di sviluppo di farmaci mirati e innovativi, capaci di
colpire specifiche alterazioni e di avere un profilo di sicurezza, tale
che alcuni di questi farmaci possano essere proposti anche alla po-
polazione anziana. La grande conoscenza biologica acquisita negli
ultimi decenni si sta traducendo in proposte terapeutiche per il pa-

ziente, e il numero di pubblicazioni sull’argomento vede un zrend

ascendente (Figura 1).

Il ruolo della genetica

La LMA ¢ per la sua genesi prevalentemente, se non esclusivamente,
una malattia genetica costituzionale o acquisita. I genomi hanno
minor numero di mutazioni o lesioni genetiche rispetto ad altri tu-
mori dell’'adulto.

In uno studio recente condotto da Jay . Patel © ¢ stata evidenziata
almeno una mutazione nel 97,8% dei pazienti analizzati per un pan-
nello di 18 geni noti per essere coinvolti nell'emopoiesi (Figura 2).
Come si pud facilmente intuire ogni paziente alla diagnosi di LMA
ha una probabilita del 25% di avere una mutazione in uno dei tre
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Figura 2 — Mutazioni in 398 pazienti con LMA .




geni (FLT3, NPM1, e DNMT3A) piti frequentemente mutati.
Ogni sforzo nel definire le basi molecolari della LMA ha, in un certo
senso, provvisto il clinico di un’arma a doppio taglio: da una parte,
questa definizione molecolare ¢ stata fondamentale dal punto di vista
prognostico e per lo sviluppo terapeutico. Dall’altra parte, ¢ stata
fatta ancora troppo poca chiarezza sia sulle mutazioni in specifici
sub-cloni, sia sul significato patogenetico di alcune di esse. In parti-
colare, non ¢ stata posta distinzione tra mutazioni inizianti o driver
la leucemia e mutazioni pre-esistenti o considerate passengers, ossia
mutazione il cui ruolo patogenetico ¢ incerto.

La vastissima eterogeneita genetica rende cost difficile tradurre tale
conoscenza nella pratica clinica. Inoltre, la presenza di mutazioni
che tipicamente interessano solo popolazioni sub-clonali, fa si che

non tutti i target siano ottimali ai fini terapeutici V.

Leucemia promielocitica acuta

Lesempio canonico per l'utilizzo delle terapie mirate ¢ stato il caso
della leucemia promielocitica acuta (FAB-M3).

Fin dal primo report, avvenuto nel 1957, la leucemia M3 ¢ stata
ritenuta, per molti anni, come la forma di leucemia pit letale.
Lintroduzione in clinica dell’acido trans-retinoico (ATRA) nel
1985 e del triossido d’arsenico (ATO), e successivamente, ['uti-
lizzo recente di entrambi questi farmaci in prima linea, ed in com-
binazione, hanno drasticamente cambiato la prognosi di tale
patologia. Lesperienza, ora ancora pilt matura nel follow up di
questi pazienti con M3 a rischio intermedio-basso, mostra una
straordinaria attivita antileucemica duratura nel tempo che fa

ben sperare anche nei pazienti ad alto rischio. (Figura 3) 2.
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In questo contesto, si ¢ recentissimamente aperto, in molti Paesi
europei e Centri italiani, il trial APOLLO, al fine di valutare in
uno studio clinico prospettico ed in maniera randomizzata I'ef-
fetto della combinazione ATRA+ ATO verso un programma di
chemioterapia pilt convenzionale, sui pazienti con leucemia M3
promielocitica ed a rischio alto.

Pertanto, ATRA ed ATO possono essere considerati a buon titolo
il primo esempio vincente di terapia mirata nelle LMA, agendo
sulla proteina di fusione PML-RARalpha prodotta dal riarran-
glamento t(15;17), che ¢ caratteristico dellLMA M3 9.

Terapie mirate rivolte contro
target molecolari

Lesperienza nella terapia mirata della M3 tuttavia, & rimasta
senza un vero seguito. Lo sviluppo di piccoli farmaci, non biolo-
gici, e diretti contro bersagli molecolari, costituisce sicuramente
uno dei filoni pilt promettenti nella terapia delle leucemie acute,
e, da molti anni, si sono cercate terapie mirate nei confronti di
principali target leucemia associati, spesso e purtroppo, senza un
reale beneficio terapeutico immediato ai malati in termini di so-
pravvivenza.

Di seguito analizzeremo, senza scopo di esaustivita, le piti pro-
mettenti terapie mirate, ora in fase avanzata di sviluppo clinico,
utilizzate nell'induzione o nella ricaduta/refrattarieta delle LMA,

esposte in base al meccanismo d’azione od al target terapeutico.

Inibitori di FLT3

EMS-like tyrosine kinase-3 (FLT3) ¢ un recettore di membrana
con un dominio chinasico intracellulare che trasmette stimoli
proliferativi. Mutazioni attivanti di un allele di FLT3 sono state
identificate, approssimativamente, nel 30% dei pazienti con
LMA ©®,

Per questi motivi, FLT3 si configura come un attraente bersaglio
per terapie molecolari nelle LMA FLT3 positive. Sono stati svi-
luppati diversi farmaci (Figura 4): alcuni di questi sono tuttora
in studio ed in sperimentazione clinica avanzata (studi di fase 3),
altri sono stati approvati per il trattamento di tumori solidi e ven-

gono utilizzati off-label da molti clinici 41

Midostaurina (PKC-412)

Originalmente testata nel melanoma, la midostaurina si adatta ed
inibisce numerose chinasi, tra cui il recettore mutato nelle leuce-
mie acute, FLT3 19, Lo studio di fase 2 su 95 pazienti condotto
da Fischer et al. dimostra un buon profilo di sicurezza e I'otteni-
mento di una risposta ematologica nel sangue periferico nel 71%
dei pazienti con LMA e mutazione di FLT3 7.
Successivamente sono stati condotti studi pilota di combinazione

tra midostaurina e agenti demetilanti o farmaci chemioterapici.
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Figura 4 — Inibitori di FLT3 (a) e principali interazioni con 409 chinasi (b) .

Nel paziente fit con LMA all’esordio, ¢ stato recentemente pubbli-
cato lo studio di fase 3, che ha valutato l'efficacia terapeutica della
combinazione di midostaurina, al dosaggio di 50 mg al giorno, e
per 14 giorni, e chemioterapia intensiva convenzionale (secondo lo
schema 3+7 like) "®. T dati presentati hanno evidenziato un si-
gnificativo vantaggio in termini di sopravvivenza nei pazienti che
hanno ricevuto midostaurina (Figura 5).

Quizartinib (AC-220)

Studi preclinici hanno dimostrato che il quizartinib (AC220), un
nuovo inibitore sviluppato inizialmente da AMBIT, ¢ altamente at-
tivo nell’inibizione sia del recettore mutato che wild type di FLT3.
Si & inoltre dimostrato attivo nell'inibire, a concentrazioni nanomo-
lari, anche i recettori tirosin chinasici c-KIT, PDGFRA, PDGFRB
e RET. Il farmaco AC220, si ¢ inoltre dimostrato attivo nell'arresto
del ciclo cellulare delle cellule leucemiche e nell'induzione della dif-
ferenziazione e dell'apoptosi nelle cellule staminali e clonogeniche
di LMA @),

Lo studio di fase I, nei pazienti ricaduti o refrattari ad almeno una
linea di chemioterapia convenzionale, ha mostrato un tasso di rispo-
sta globale del 30%, indipendentemente dalla dose.

I principali effetti avversi sono stati 'aumento del QT¢ e nausea .

Lo studio di fase 2 ha mostrato un tasso di risposta globale del 45%
(parziale 24%, completa 21%), ed ha confermato un accettabile pro-
filo di safety ?22.

Lo studio di fase 3 al quale stanno partecipando numerosi centri
ematologici italiani & ancora in corso, ed i primi risultati sono attesi
per fine 2016. Sono stati inoltre condotti due studi di combinazione
con chemioterapia che hanno dimostrato la sicurezza di tale combi-
nazione Y. Numerosi studi di combinazione di AC220 con o senza
agenti ipometilanti sono attualmente in fase di studio ed aperti al-
l'arruolamento, e sono attesi i risultati tra circa due anni.
Gilteritinib (ASP-2215)

E un nuovo inibitore che inibisce il dominio tirosino-chinasico di
FLT3 e di AXL: ¢ attivo non solo sulla variante FLT3 ITD e/o mu-
tata ma anche verso molti subcloni FL'T'3 mutati nel dominio tiro-
sin-chinasico. E un farmaco che ha, tra le varie sue caratteristiche
chimiche, un legame con FL'T3 altamente specifico. I dati prelimi-
nari finora presentati ed ai quali abbiamo contribuito, sono relativi
ad uno studio di Fase 1-2 sulla sicurezza, la tollerabilita e efficacia
di ASP2215, a dosaggi crescenti in pazienti con la LMA, ricaduti o
refrattari. Lo studio iniziale & stato presentato nel 2015 2,

I dati preliminari raccolti hanno dimostrato un tasso di risposta glo-
bale (ORR =CRc + PR) di 57,5% e un tasso di risposta completa
composita ( CRe= CR+CRp+CR) del 47,2% in 106 pazienti con
le mutazioni FLT3.

I farmaco era attivo fin dai dosaggi piti bassi (80 mg/die) ma, ed
ancor pitl, alle dosi piti elevate, nelle successive coorti terapeutiche
arruolate (fino a 240 mg/die).

Ancora, la durata mediana della risposta era di 18 settimane, a tutte

le dosi testate, e la sopravvivenza globale mediana era di circa 27 set-
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timane, nei pazienti trattati al dosaggio di 80 mg/die.

Il profilo di sicurezza si ¢ rivelato buono alle dosi di 80, 120 e 240
mg, con i principali effetti avversi caratterizzati da astenia, stipsi,
diarrea e effetti di carattere ematologico dovuti presumibilmente alla
soppressione midollare. E attualmente in corso lo studio di fase 3,
con il farmaco randomizzato 2:1 s chemioterapia.

Crenolanib

Valutato inizialmente nei tumori stromali gastrointestinali, il creno-
lanib si ¢ dimostrato efficace in uno studio preclinico contro le cel-
lule di LMA FLT3* @9, In particolare ha mostrato di inibire la
mutazione del gene FLT3 chiamata D835, che costituisce un co-
mune meccanismo di resistenza ad altri inibitori di FLT3Y. Basan-
dosi su questo razionale, uno studio di fase 2 nelle LMA refrattarie
¢ ad oggi aperto all'arruolamento.

Ponatinib

Il ponatinib ¢ attivo nell’inibire numerose chinasi, tra cui ABL e
BCR-ABL, anche mutato nella variante T3151, e, pertanto, ¢ stato
registrato nel trattamento delle leucemie mieloidi croniche. Un re-
cente studio di fase 1 ha esplorato I'utilizzo nelle LMA refrattarie
FLT3 mutate. Dodici pazienti sono stati trattati con ponatinib, e il
tasso di risposta globale con remissione completa ¢ stato del 25%
(3/12), con 2 remissioni complete.

Tutti i pazienti che hanno tratto beneficio dall'uso del ponatinib

(@8, Tnoltre, la nota attivita inibitoria del pona-

erano FLT3 positivi
tinib, che risente poco di mutazioni dei domini chinasici, fa si che
questo possa essere un buon farmaco da testare nelle leucemie FL'T3
positive nel prossimo futuro.

Sorafenib

Il sorafenib ¢ un inibitore aspecifico di molte tirosin-chinasi impie-
gato in numerose neoplasie. Nel contesto della LMA si ¢ dimostrato
in grado #n vivo e in vitro di inibire FLT3. In due studi di fase 1 come
singolo farmaco il sorafenib si ¢ mostrato in grado di provocare remis-
sione completa in circa il 10% dei pazienti trattati .
Recentemente sono stati inoltre riportati i primi risultati di uno stu-
dio condotto in combinazione sia con terapie citotossiche, sia con
agenti demetilanti, sia con agenti attivi sugli istoni (histone demeti-
lasi). In generale, tutti questi studi hanno dimostrato sicurezza ed ef-
ficacia delle combinazioni. In particolare una delle combinazioni pitt
promettenti sembra quella tra sorafenib e 5-azacitidina .
Mantenimento dopo trapianto

La presenza di mutazioni attivanti FU'T3 risulta essere un marker
prognostico negativo, anche nei pazienti che eseguono il trapianto
allogenico di midollo osseo, come consolidamento alla remissione
completa della malattia. Per questo motivo, esiste nel mondo scien-
tifico un sostenuto interesse nella possibilita di utilizzare gli inibitori
di FLT3 come terapia di mantenimento dopo trapianto. Il primo
farmaco, ad essere investigato in questo contesto, ¢ stato il sorafenib,

che ha dato buoni risultati sia nell'uso dopo trapianto che nel breve

Leucemia mieloide acuta

periodo prima e dopo il trapianto ®V. Inibitori di FLT3 con un pro-
filo diverso non sono ancora stati valutati in maniera prospettica,
ma tale valutazione ¢ inserita negli studi di fase 3 che sono attual-

mente condotti sia con quizartinib che gilteritinib.

Inibitori di MDM2

La tumor suppressor protein 53 (TP53) & un potente regolatore pro-
apoprotico del ciclo cellulare di tutte le cellule, comprese quelle leu-
cemiche. In alcuni casi di leucemia, TP53 ¢ funzionalmente
mutato® o deleto, ma nella maggior parte dei casi la proteina risulta
solamente funzionalmente inattivata.

In condizioni fisiologiche il livello di TP53 ¢ regolato attraverso un
feedback negativo: se i livelli di TP53 sono elevati, TP53 attiva la tra-
scrizione del suo stesso inattivatore, la proteina chiamata murine dou-
ble minute 2 (MDM2). Le emivite di TP53 e MDM2 sono molto
brevi e i loro livelli sono tenuti estremamente bassi da questo circuito
a feedback. In alcuni tumori, tra cui le LMA, la funzione di TP53 &
soppressa da un’over-produzione di MDM2 ed MDM4. Bloccando
MDM2, pud essere ripristinata la funzione biologica di TP53 e, con-
seguentemente, la cellula leucemica puo essere spinta in apoptosi *2.
E stata identificata una classe di piccole molecole che inibiscono se-
lettivamente, ed a concentrazioni nanomolari, le proteine della fa-
miglia dii MDM, ed in particolare la MDM2, chiamate nutline. Uno
studio preclinico ha correlato efficacia di inibizione di queste mo-
lecole sull’espressione e sulla funzione dii MDM2 @7,

Un trial di fase 1-2 ha testato sicurezza ed efficacia di due composti
di questa famiglia (RG7112 e poi RG7388) ed ha portato allo svi-
luppo clinico precoce dell'idasanutlin (RG7388): ¢ stato testato su
130 pazienti affetti da LMA resistenti e refrattari a pilt linee tera-
peutiche convenzionali o sperimentali, ¢/o ricaduti anche dopo tra-
pianto di midollo osseo allogenico. II trial ¢ attualmente chiuso
all’arruolamento e sono attesi i risultati definitivi: tuttavia, sono stati
gia riportati i risultati clinici e di sicurezza, che seppur preliminari,
sono molto incoraggianti ®. E in corso un trial di fase 3, chiamato
MIRROS, per valutare la superiorita di idasanutlin + chemioterapia

vs chemioterapia.

Inibitori di BCL2 e del pathway

apoptotico mitocontriale

Un ulteriore ed alternativo approccio di induzione dell’apoptosi,
nelle terapia personalizzata delle LMA, ¢ inibizione di BCL-2. Le
proteine della famiglia BCL (BAK e BAX con effetto apoptotico,
BCL-2, BCL-XL e MCL con effetto anti-apoptotico) operano nella
regolazione del pathway apoptotico intrinseco o mitocondriale, che
governa l'induzione della morte cellulare leucemica dopo stress in-
dotto da chemioterapia. In uno stato di equilibrio, BCL-2 si lega
alle proteine pro-apoptotiche, evitando I'apoptosi cellulare attraverso

35)

la via mitocondriale ®”. Piccole molecole BH3 mimetiche legano le

proteine antiapoptotiche (BCL-2 e BCL-XL) e rimuovono, in que-




sto modo, il blocco dell’apoptosi, un meccanismo che pud essere
presente in molti tipi di cancro, inclusa la leucemia acuta.

Sono state sviluppate varie molecole inibenti BCL-2, in particolare
due molecole (ABT199 ed ABT737). In studi pre-clinici e clinici
precoci di fase 1, quest'ultimo, 'ABT737, ¢ risultato meno specifico
e meno sicuro: ¢ stata notata una forte attivita sul megacariocita (ef-
fetto mediato dall'inibizione di BCL-XL) che induceva piastrinope-
nia. Il venetoclax (ABT199) ¢ un inibitore selettivo di BCL-2 che si
¢ mostrato attivo in vari tipi di malattie ematologiche ®?, inclusa la
leucemia linfatica cronica. Nello studio di fase 1 sono stati trattati
32 pazienti, con LMA ricaduta o refrattaria, e con dosi crescenti di
venetoclax (da 20 a 800mg/die, in combinazione con citarabina).
Questo studio ha dimostrato un tasso di risposta complessiva del
19% indipendentemente dai dosaggi del farmaco sperimentale. In
particolare, una buona percentuale dei pazienti che hanno risposto
positivamente al trattamento con il farmaco era portatrice della mu-
tazione di IDH, 7. E attualmente in corso la fase di estensione

dello studio per valutare I'efficacia del farmaco al dosaggio di
600mg/die 9.

Inibitori di IDH1 ¢ IDH2

I due enzimi, isocitrato deidrogenasi 1 e 2 (IDHI citoplasmatico e
IDH2 mitocondriale), sono in grado di convertire 'isocitrato in alfa-
chetogluturato. In uno screening mutazionale su un'ampia casisitica
di leucemie acute ¢ in glioblastomi cerebrali, si ¢ rilevato che IDH2
¢ mutato in circa il 10% delle LMA e nel 90% dei tumori cerebrali.
Le mutazioni di IDH1 e IDH2 causano la conversione dell’alfa-che-
togluturato in beta-idrossigluturato, aumentando i livelli cellulari di
quest ultimo e causando la metilazione di specifici geni che bloccano

3 Tnibitori di IDH2 sono corrente-

il differenziamento mieloide ¢
mente studiati in trial clinici di fase 1, e i risultati preliminari hanno
dimostrato che questi agenti hanno un’efficacia nei pazienti con ma-
lattia acuta ricaduta o refrattaria. Dati preliminari hanno mostrato una
risposta complessiva del 41% nelle leucemie ricadute e refrattarie .
Un'ulteriore percentuale di pazienti ha dimostrato una stabilita della
malattia, mantenendo la trasfusione indipendenza se presente all’ori-
gine. Gli inibitori di IDH1 utilizzati in trial di fase 1 sono AG-120
e IDH305. Risultati molto preliminari sembrano indirizzare su un

profilo di efficacia simile agli inibitori di IDH2 “V.
Inibitori del pathway di Hedgehog

Gli inibitori del pathway di Hedgehog, che media le interazioni tra
la cellula leucemica e 'ambiente e la risposta agli stimoli proliferativi,
sono stati testati sia nelle leucemie acute che nelle sindromi mielo-
displastiche. I risultati non sono stati incoraggianti nellutilizzo come
single agent, ma hanno mostrato dei profili di attivita ex-vivo e di si-
curezza clinica, che candidano questi agenti ad essere un ottimo far-

maco da aggiungere a regimi classici o innovativi 2.

Altri farmaci a bersaglio molecolare

Molti altri promettenti farmaci sono in fase di sviluppo e sono testati
in clinica e preclinica nelle LMA.

Il temsirolimus, un inibitore di mTOR, ¢ stato utilizzato con suc-
cesso in uno studio di fase 2 addizionato a clofarabina, in pazienti
ricaduti e refrattari, con lottenimento di un raze di risposta com-
plessiva del 21% ®. Allo stesso modo lo studio di fase 1b ha mo-
strato una risposta completa complessiva del 68% in 28 pazienti alla
prima ricaduta. Alcuni studi hanno mostrato un razionale biologico
per l'utilizzo di ATRA “4 o ATRA+ATO “¥ nelle LMA non M3
con specifiche mutazioni (NPM1, PRAME, riarrangiamenti coin-
volgenti MLL). Il volasertib, inibitore della polo-/ike chinasi, ha dato
promettenti risultati in uno studio randomizzato di fase 2 nel pa-
ziente anziano trattato con citarabina a basse dosi con o senza ag-
giunta di volasertib mostrando tassi di risposta complessiva
rispettivamente del 13,3% e 30%, differenza vicina alla significativita
statistica e una sopravvivenza libera di eventi IFS di 2,3 e 5,4 mesi
rispettivamente (differenza statisticamente significativa). Laggiunta
di volasertib ha mostrato un aumento nella frequenza di eventi av-
versi senza gravare il tasso di mortalita 7. Cio fa supporre che il vo-
lasertib meriti di essere ulteriormente investigato nelle LMA, anche
nel paziente non fragile. In uno studio CALGB, l'utilizzo del borte-
zomib in combinazione a una chemioterapia intensiva tipo 3+7 in
94 pazienti tra i 60 e i 75 anni all'esordio ha mostrato un tasso di ri-
sposta complessivo del 69% e una risposta completa del 64% “®.
Questo risultato ¢ un traguardo incoraggiante in una popolazione
che storicamente vede la proposta di pochi trattamenti e bassi raze
di risposta.

Le proteine BET (Bromodomain e Extraterminal motif) sono state
identificate come proteine chiave nel mantenere la leucemia. Lini-
bizione di BDR2 ¢ BDR4 con OXT015 si ¢ mostrata attiva nell’in-
durre apoptosi e nel diminuire I'espressione di c-Myc nelle cellule di
LMA. E attualmente in corso un trial di fase 1b su LMA e leucemie
linfoblastiche . Ad oggi sono stati presentati i risultati parziali di
uno studio con OTXO015 in cui sono stati trattati 28 pazienti con
LMA: 2 hanno ottenuto una remissione mentre in altri 3 c'¢ stata
evidenza clinica di attivita ©°. Non si possono non segnalare i far-
maci diretti contro LSD1 Y, STAT3 62 e PI3K 9 per la loro po-
tenziale futura utilita nelle LMA e CDC25 come potenziale target,
soprattutto nelle leucemie FL7} positive ©%.

Terapie mirate rivolte contro
marcatori di superficie cellulare

CD33-coniugato
Il gentuzumab-ozogamicin ha mostrato un significativo aumento
della sopravvivenza e della sopravvivenza libera da malattia e un au-

mento della tossicita a dosi elevate, principalmente gastroenterolo-




gica ed ematologica ®. Una meta-analisi ha rivisto le dosi utilizzate,
mostrando che l'efficacia vista nei 3 mg/m?* ¢ paragonabile a quella
con 9 mg/m?, ma associata a un minor tasso di eventi avversi ®9.

Vari studi hanno esplorato I'utilizzo dell’anticorpo in contesti come
il paziente anziano. In uno studio dell’ MD Anderson di fase 2 in as-
sociazione con decitabina il tasso di risposta completa ¢ arrivato al
60% nei pazienti ricaduti dopo pitt di un anno dall’ottenimento
della remissione completa, ¢ al 42% nei pazienti non precedente-

mente trattati *7).

CD33

CD33 ¢ un antigene essenziale per il differenziamento mieloide, e
come mostrato dalle applicazioni del gemtuzumab puo essere un
bersaglio contro cui dirigere la terapia nelle leucemie mieloidi. Molti
tentativi che non comprendono immunoconiugati non hanno perd
prodotto risultati tanto incoraggianti quanto quelli visti nel gentu-
zumab-ozagomicin. I grandi effetti sulle cellule della normale emo-
poiesi rendono inoltre necessarie notevoli misure di supporto oltre
che eventuale rescue con cellule staminali ©°.

Sono allo studio numerosi anticorpi non immunoconiugati, ma si-
curamente le due strategie che generano le maggiori aspettative sono
il BITE AM330 ©? ¢ la terapia con cellule T con recettore chimerico
diretto contro CD33 0, entrambi nelle fasi terminali di sviluppo
preclinico.

CD123

I CD123 ¢ il recettore dellinterleuchina 3, ed ¢ importante nello
sviluppo di molte neoplasie ematologiche acute, tra cui la leucemia
a cellule blastiche plasmocitoidi dendritiche. La sua espressione fa
supporre una spinta proliferativa di tipo inflammatorio mediata, tra

gli altri da NE-kB, e potrebbe costituire il razionale dell'impiego di

Leucemia mieloide acuta

bortezomib nelle leucemie che lo esprimono ©. 11 CD123 ¢ inoltre
espresso tra 1’80 e il 99% nelle cellule di LMA, mentre ha bassissima
espressione nelle cellule sane (Figura 6). Questo fa di lui un ottimo
bersaglio per anticorpi . Lanticorpo monoclonale CSL360 ¢ stato
testato in uno studio di fase 1 e a dosi maggiori di 3 mg/kg ¢ risultato
completamente saturante CD123. Due pazienti hanno ottenuto la
remissione completa nel gruppo di 40 pazienti trattati con dosi sca-
lari, ma I'anticorpo non ha mostrato intensa attivita antileucemica,
e quindi come single-agent non sembra essere attivo Y. Lutilizzo di
anticorpi a doppia affinita diretti verso CD123 ¢ CD3 sembra una
strada promettente ed ¢ da poco aperto all’arruolamento uno studio
di fase 1 “9. Lo sviluppo di cellule con recettore chimerico diretto
verso CD123 ¢ invece in fase preclinica ¢,

Lutilizzo di anticorpi radioconiugati ¢ in studio preclinico come ra-
dioimmunoterapia mieloablativa nelle leucemie in stadio avanzato .
In particolare (221)At ha dimostrato un aumento della sopravvi-

venza nel modello animale ©®.

CD157

CD157 si ¢ mostrato preferenzialmente espresso dalle cellule di
LMA, ed ¢ stato trovato espresso in tutti i campioni analizzati .
La cross-reattivita con gli altri tessuti si & mostrata tollerabile e i test
su animali hanno dimostrato un buon profilo di sicurezza.
Lanticorpo defucosilato attivante le cellule natural killer MEN1112
¢ attualmente in studio in un trial di fase 1 con dosi scalari.

Terapie epigenetiche
Nell'ultimo decennio il sequenziamento massivo delle LMA ha por-
tato ad identificare mutazioni in molti geni coinvolti in modifiche
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epigenetiche del DNA. Questo ha fatto si che molte terapie che
hanno target epigenetici entrassero nella pratica clinica, e ha posto
le basi per lo sviluppo di nuovi farmaci 7.

Nuovi demetilanti

La guadecitabina SGI-110 ¢ un farmaco analogo alla citidina, for-
mato da una molecola di decitabina legata ad un nucleotide gua-
nidinico attraverso un gruppo fosfato (Figura 7). Tale legame
protegge la molecola dalla degradazione extracellulare e lo rende
un pili potente e specifico inibitore della DNA-metil-trasferasi. La
guadecitabina ¢ attualmente in corso di studio nel paziente an-
ziano, in particolare in un trial di fase 3 in cui ¢ comparata alle

altre terapie registrate.

DOT1 inhibitors

Eleganti esperimenti hanno dimostrato che i pazienti con riarrangia-
mento del gene MLL vedono nella proteina ad attivita istone-metil-
trasferasica DOT1 uno dei mantenitori chiave nella leucemia 7.
Traslare la preclinica nella clinica ¢ difficoltoso: in questo caso 'EPZ-
5676, un inibitore di DOT1L, ha portato alla remissione solo 2 pa-
zienti su 34 trattati con MLL riarrangiato.

Inibitori dell’istone deacetilasi

Infine, il pracinostat ¢ un inibitore orale dell'istone-deacetilasi
(HDAC). Uno studio di fase 2 ha testato la doppia azione epigene-
tica di 5-azacitidina e pracinostat nel paziente anziano con leucemia
all’esordio. Dati preliminari hanno mostrato un tasso di risposta
complessivo del 54%, con un tasso di remissioni complete del 42%
in 51 pazienti 7.

Risultati simili sono stati ottenuti con panobinostat in associazione con

S-azacitidina (tasso di risposta complessivo del 31%) 2.

Conclusioni

Considerando gli immediati futuri sviluppi sicuramente ¢ ricco di
valenza il tentativo di combinare farmaci che agiscono su diversi
meccanismi di mantenimento della LMA. Lesperienza accumulata
sino ad ora con farmaci singoli ci ha insegnato che questo tentativo
porta con sé una scarsa possibilita di successo nell'induzione di una
remissione e nel suo mantenimento a lungo termine. Cio & possi-
bilmente dovuto alla grande eterogeneita clonale della LMA e agli
innumerevoli meccanismi di sopravvivenza attivi nella cellula leuce-
mica, oltre alla scarsa accessibilita alla nicchia ossea da parte dei far-
maci, in cui ¢ portata a mantenersi quiescente attraverso processi di
homing la cellula staminale ematopoietica, e quindi la sorella stami-
nale leucemica. In particolare, sono attivi trial che combinano ida-
sanutlin e venetoclax, trial che combinano l'inibizione di BCL-2 con
agenti demetilanti o inibitori dell'istone-deacetilasi.

E inoltre auspicabile che nella LMA sia dato un maggior ruolo nel
prossimo futuro all'inibizione del checkpoint immunitario nella te-
rapia front-line, nel consolidamento (dove pure lo sfruttamento
dell’allo-reattivita NK sta dando ottimi risultati) ™ e nel manteni-
mento, e che vengano indagati mezzi farmacologici per colpire la
nicchia ossea e rendere vulnerabile la cellula staminale quiescente.
Inoltre, la notevole disponibilita di opzioni terapeutiche che si sta
delineando sicuramente rende necessario un impiego razionale dei
vari farmaci disponibili. La possibilita di agire su zargez cellulari, mar-
catori di superficie, epigenetica e modulazione della risposta immune
contro il tumore in maniera simultanea apre la strada ai test di com-
binazioni poli-farmacologiche, pili specifiche e meno tossiche della
chemioterapia tradizionale.

Testare nuove combinazioni oggi significa andare incontro a com-
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plessi iter normativi che non rendono semplice la sperimentazione
farmacologica. Sicuramente una strada perseguibile immediatamente
per ottimizzare lo sforzo nellidentificare disegni razionali di nuovi
studi di associazione ¢ quella proposta da Galluzzi et al 7 combi-
nando le evidenze prodotte sul ruolo che i vari farmaci chemiotera-
pici e mirati giocano nei confronti del sistema immunitario si
possono disegnare associazioni in cui da un lato si abbia un effetto
attivante 'immuno-sorveglianza del sistema immunitario sul tu-
more, dall’altra si riducano le popolazioni T tollerogeniche e 'indu-
zione di tolleranza al se/fverso gli antigeni tumore specifici 7.

D’altro canto la vera aspettativa per il futuro ¢ quella di una terapia
cucita sullo specifico paziente. Data la mole di farmaci bersaglio di-
sponibili e la conoscenza di biomarkers di attivita o non attivita di
ciascun farmaco mirato, la conoscenza del genoma completo della
malattia, di mutazioni germinali, dell’espressione di RNA e proteine
delle cellule leucemiche e della presenza di subcloni, oltre che lo stu-
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Introduzione

La prognosi della leucemia acuta linfoblastica (LAL) ¢ andata negli
anni migliorando progressivamente nei casi pediatrici, al punto che
oggi si parla di guarigioni in oltre '80% dei bambini ?. Al contra-
rio, i risultati negli adulti sono significativamente inferiori a quelli
conseguiti nelle casistiche pediatriche: infatti, sebbene circa I'80-
90% dei casi ottenga la remissione completa (RC), la sopravvivenza
libera da malattia (DFS) rimane ancora largamente insoddisfacente,
raggiungendo il 40-50% a 5 anni .

Il miglioramento della prognosi nell’'eta pediatrica ¢ dovuto soprat-
tutto all'introduzione di regimi multichemioterapici, ad una pro-
lungata fase di mantenimento e ad un'adeguata profilassi del sistema
nervoso centrale (SNC). Inoltre, gli attuali approcci terapeutici con-
templano la stratificazione in diversi gruppi di rischio basata sulle
caratteristiche clinico-biologiche dei pazienti, quali ad esempio la
conta dei globuli bianchi alla diagnosi (=30.000/ul nelle LAL-B e
=100.000/ul nelle LAL-T), l'eta (=10 anni) ¢ la presenza di riarran-
glamenti di significato prognostico (cromosoma Philadelphia-
Ph/BCR-ABLI, TCF3-PBX1, ETV6-RUNXI e riarrangiamenti
del gene MLL, --MLL), nonché sulla risposta alla chemioterapia ini-
ziale. La risposta alla chemioterapia iniziale ¢ quantificata dall'entita
della malattia minima residua (MMR) ¥, che costituisce oggi il
principale parametro prognostico. Complessivamente, tali fattori
consentono di riconoscere pazienti ad alto rischio e quindi intensi-
ficare la terapia.

Approcci simili sono stati estesi negli ultimi anni anche al tratta-
mento dei giovani adulti.

In aggiunta, I'avanzamento delle conoscenze ha aperto nuove pro-
spettive terapeutiche che hanno rivoluzionato 'approccio ad alcuni
sottogruppi di pazienti e che hanno portato ad importanti miglio-
ramenti nella prognosi. I due esempi piti eclatanti sono la LAL di
tipo Burkitt e la LAL Ph+, sottogruppi che nel passato si associavano
a prognosi estremamente sfavorevole. Nel caso della LAL di tipo
Burkitt, I'introduzione di regimi chemioterapici intensivi e ravvici-

nati nel tempo unitamente all'impiego dell’anticorpo monoclonale

(AcMo) anti-CD20 - che riconosce il CD20 espresso da tutte le cel-
lule leucemiche - hanno migliorato significativamente i tassi di
sopravvivenza. Nel caso della LAL Ph+, gli inbitori di tirosin chinasi
(TKI) diretti contro la proteina di fusione leucemogenica BCR-
ABLI hanno radicalmente modificato tanto la gestione quanto la
prognosi di questi pazienti. Infine, il miglioramento della conoscenza
delle basi molecolari della LAL, grazie a metodiche di biologia mo-
lecolare d’avanguardia, ha consentito di identificare nuovi sotto-
gruppi di LAL e le alterazioni che li caratterizzano, tanto alla diagnosi
che alla recidiva di malattia ©.

Tali progressi stanno non solo arricchendo la classificazione della
LAL, ma anche ampliando il panorama delle lesioni bersaglio e
quindi dei pazienti che potrebbero beneficiare di terapie mirate. In-
fatti, nonostante I'estrema complessita genetica, i numerosi sottotipi
di LAL si possono raggruppare sulla base delle terapie bersaglio di-
sponibili. Sia nell’ambito delle LAL-B (75-80% dei casi aduld, 85-
90% dei casi pediatrici) che delle LAL-T (20-25% negli adulti,
10-15% nei casi pediatrici) vi sono sottogruppi di pazienti il cui ap-
proccio potrebbe essere migliorato dall’uso dei TKI, altri che po-
trebbero giovarsi di farmaci che inibiscono le vie del segnale di RAS
¢ JAK/STAT; e altri ancora caratterizzati da alterazioni di geni coin-
volti nei meccanismi epigenetici, altro promettente bersaglio tera-
peutico.

In questo capitolo passeremo in rassegna i farmaci bersaglio attualmente
in uso nelle LAL. Descriveremo, inoltre, quali sottogruppi potrebbero
glovarsi in futuro di nuove terapie mirate e come questi progressi si

stiano trasferendo dal laboratorio alla sperimentazione clinica.

LAL di tipo Burkitt

La LAL di tipo Burkitt rappresenta circa '1-5% delle LAL; ¢ carat-
terizzata da una morfologia peculiare (sottotipo L3 della classifica-
zione FAB) 11V cosi come da un immunofenotipo che riflette lo
stadio di maturazione terminale della cellula B (positivita per CD19,
CD20, CD22, CD79a, CD10 e sIgM, e negativita per TdT, CD5
e CD23) 12, Inoltre, I'analisi cariotipica mostra la presenza di riar-




rangiamenti tra la regione 8q24 ed il locus delle catene pesanti delle
Ig nella regione 14q32, o, piti raramente, il locus delle catene leggere
K (2p12) o A (22q11). Tali riarrangjamenti determinano una derego-
lazione ed iperespressione del protooncogene -MYC . Inoltre, Iat-
tivazione di PI3K e delle chinasi ciclino-dipendenti concorre, insieme
a c-MYC, ad incrementare la progressione e la crescita cellulare 1.
Le cellule leucemiche di questo sottogruppo sono altamente proli-
feranti e tendono ad invadere sedi extranodali, tra cui il SNC. Lalta
frazione di crescita favorisce I'entrata nel ciclo cellulare di cellule
vitali residue tra i cicli di chemioterapia ed ¢ responsabile dello svi-
luppo di resistenza. La prognosi di questi pazienti ¢ nettamente mi-
gliorata grazie all'introduzione di trattamenti intensivi e di breve
durata per minimizzare i tempi tra un ciclo e I'altro e alla profilassi
intratecale . Un ulteriore miglioramento ¢ stato ottenuto grazie
all’aggiunta dell’ AcMo anti-CD20 (rituximab) alla terapia. Il razio-
nale di questo approccio risiede negli alti livelli di espressione del-
l'antigene CD20 sui blasti leucemici 167,

Ad oggi, con questo schema immunochemioterapico, le percentuali
di RC sono dell’80-90%, a seconda della fascia di et3, e la sopravvi-

venza globale (OS) ¢ superiore al 90% nell’adolescente, dell’84%

nei giovani adulti e del 64% negli adulti (>50 anni) 1719

LAL-B Ph+

Il cromosoma Philadelphia rappresenta la prima aberrazione cromo-
somica identificata in campo oncologico. E generato da una traslo-
cazione tra i cromosomi 9 e 22, t(9;22)(q34;q11.2), che porta alla
giustapposizione di due geni - BCR e ABLI - formando il gene di
fusione BCR-ABL1 "\ Il riarrangiamento BCR-ABLL ¢ presente
nel 95% dei casi di leucemia mieloide cronica (LMC), nel 3-5%
delle LAL del bambino e nel 25-30% dei casi di LAL dell’adulto;
inoltre, I'incidenza di questa aberrazione tende ad incrementare con
Petd, fino ad essere presente in circa il 50% dei casi dell’adulto oltre
la 5 decade di vita @ I pazienti LAL Ph+ possono presentare un
elevato numero di globuli bianchi all’esordio, associato a blastosi pe-
riferica, e spesso mostrano marcatori della linea mieloide V.

A seconda del punto di rottura all'interno del gene BCR si possono
formare almeno 3 differenti trascritd di fusione, i.e. p190 (e2a2),
p210 (b2a2, b3a2) e p230 (Figura 1). Il trascritto p210 si riscontra
principalmente nella LMC ed in un terzo delle LAL Ph+, mentre
due terzi dei pazienti LAL Ph+ hanno la proteina di fusione p190;
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Figura 1 - Le proteine BCR e ABL e i diversi trascritti di fusione BCR-ABLI. La proteina BCR ha diversi siti funzionali: un dominio serin-treonin chinasico, un dominio
GEE un dominio GAP ¢ un sito di legame SH2. La proteina associata a BCR (Bap-1) interagisce col sito SH2 piis distale. GRB2 si associa al sito di legame SH2 piis
prossimale tramite la tirosina 177. ABL si lega al secondo e terzo sito per SH2. Il dominio GEF interagisce con la proteina di riparo del DNA, XPB. La proteina ABL
contiene tre domini SH al suo N-terminale. La tirosina nella posizione 393 (Y393) ¢ il sito principale di autofosforilazione. La regione C-terminale contiene siti di legame
al DNA, siti di legame con ['actina e segnali di esportazione e localizzazione nucleare. Le linee fucsia indicano i punti di rottura. In basso, sono rappresentate le 3 isoforme

della proteina BCR-ABL ed i diversi punti di fusione @.
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infine, la proteina p230, pili rara, ¢ stata trovata nella leucemia neu-

trofilica cronica )

La proteina di fusione BCR-ABL1: funzione

Le tirosin chinasi (TK) sono una classe di proteine implicate nel tra-
sferimento di gruppi fosfato dall’ ATP a residui di tirosina di proteine
specifiche. Alcuni cambiamenti dovuti a mutazioni geniche possono
portare a una loro aumentata attivitd, causando proliferazione cel-
lulare incontrollata e resistenza agli stimoli apoptotici *2.

La proteina ABLI ¢ un enzima tirosin chinasico non recettoriale che
puo spostarsi dal nucleo, dove si lega al DNA, al citoplasma, dove
lega I'actina del citoscheletro. La fosforilazione da parte di ABL1 ¢
strettamente controllata dai suoi domini N-terminali. La perdita di
questa regione (come avviene in seguito alla formazione di BCR-
ABL1) risulta in un’elevata attivita chinasica, un fattore chiave per
I'oncogenicita.

In maniera simile, la proteina BCR risiede sia nel nucleo che nel ci-
toplasma. Ha due importanti funzioni: la fosforilazione ed il legame
della guanosina trifosfato (GTP). Il primo esone del gene ha attivita
serin-treonin chinasica ed ¢ essenziale per I'oncogenesi; infatti, ¢
I'unico esone di BCR incluso in tutte le proteine di fusione BCR-
ABLI. BCR pud indurre sia autofosforilazione che fosforilazione di
altri substrati e quindi diffondere i segnali cellulari.

La proteina BCR-ABLI ¢ una TK costitutivamente attiva localizzata
principalmente nel citoplasma, dove esercita il proprio ruolo trasfor-
mante tramite ['attivazione delle vie del segnale di RAS, PI3K/AKT
ed ERK; inoltre, BCR-ABLI induce un aumento della sopravvi-
venza, probabilmente tramite I'up-regolazione di BCL2, che svolge
azione inibitoria dell'apoptosi, ¢ la down-modulazione di BAD, che
promuove la morte cellulare programmata. Infatti, linee cellulari po-
sitive per BCR-ABLI sono resistenti alla morte cellulare program-
mata indotta dal danno al DNA. Inoltre, BCR-ABLI agisce su
specifici substrati intracellulari causando un’alterazione della strut-
tura del citoscheletro, con conseguente alterazione delle molecole di

adesione interne ed esterne alla cellula .

Gli inibitori di BCR-ABL1

Prima dell’avvento dei TKI, la presenza del cromosoma Ph+ era ine-
vitabilmente associata ad un’alta percentuale di fallimenti terapeutici
e di recidive in tutte le fasce d’etd, con una OS a 5 anni inferiore al
5% nell’eta adulta, ove non fosse possibile effettuare un trapianto
allogenico di cellule staminali (allo-TMO).

Lintroduzione dei TKI, somministrati con o senza chemioterapia
sistemica durante le fasi di induzione della terapia, ha nettamente
migliorato la gestione e la prognosi di questi pazienti: infatti, attual-
mente pitt del 90% dei casi raggiunge una remissione ematologica
completa e la DFS si aggira intorno al 40-50% a 4-5 anni %,
Esistono due distinti meccanismi di inibizione delle TK: gli inibitori

Leucemia acuta linfoide

di tipo I competono direttamente con 'ATP nel suo sito di legame
e si legano alla conformazione attiva della proteina, costituita dai re-
sidui Asp-Phe-Gly (anche detta inibizione DFG-in); gli inibitori di
tipo 11 si legano invece ad un sito di legame adiacente a quello del-
IATP e legano la conformazione inattiva (anche detta inibizione
DFG-out) (Figura 2A) ®.

Limatinib (Gleevec) ¢ stato il primo farmaco capace di inibire di-
rettamente l'attivita catalitica di BCR-ABL1, inserendosi nella tasca
di legame dell’ATP e bloccando la proteina in una conformazione
inattiva; tale interazione impedisce la fosforilazione delle proteine
responsabili della trasduzione del segnale intracellulare, con conse-
guente inibizione della proliferazione ed apoptosi delle cellule leu-
cemiche (Figura 2B) #?. Un limite dell'imatinib consiste nella sua
ridotta capacita di penetrare la barriera ematoencefalica, non risul-
tando quindi efficace nella profilassi /o nel trattamento del SNC,

(26)

quando coinvolto ®. Dal punto di vista clinico, le reazioni avverse

pil comuni sono rappresentate da ritenzione idrica, edema, rash cu-

taneo, nausea, diarrea ed alterazioni del QTc¢ %,

Sono stati descritti diversi meccanismi di resistenza all'imatinib che

possono essere suddivisi in:

* meccanismi dipendenti da BCR-ABLI, i.e. amplificazione o so-
vraespressione di BCR-ABL1, o mutazioni puntiformi nel domi-
nio chinasico di ABLI, che interferiscono con il legame del-
['imatinib;

* meccanismi indipendenti da BCR-ABL1, che includono ad esem-
pio laumento dell’efflusso del farmaco e l'attivazione di altre vie
di segnale a valle o parallele che promuovono la proliferazione e
la sopravvivenza 3%,

Al fine di superare queste difficoltd, nell'ultima decade sono stati svi-

luppati inibitori di seconda e terza generazione attivi anche contro

le forme mutanti e verso altre chinasi e testati a livello pre-clinico e

clinico.

Il dasatinib (Sprycel) ¢ un inibitore multi-target delle TK di seconda

generazione in quanto ¢ attivo contro le chinasi BCR-ABL1, SFKs,

PDGEFR e KIT. Anch’esso compete per il sito di legame del’ATD

come ['imatinib, ma a differenza di quest’ultimo riesce a legarsi sia

alla conformazione attiva che a quella inattiva di BCR-ABLI.

In vitro, il dasatinib ¢ 325 volte piti potente dell'imatinib nel legare

la forma wild-type di BCR-ABLI e riesce ad inibire la proliferazione

e lattivita chinasica di molte mutazioni, eccetto la mutazione T3151.

Il dasatinib inoltre ¢ in grado di diminuire i livelli di STATS fosfo-

rilato. Questo gene ¢ cruciale per la vitalita e la proliferazione delle

cellule leucemiche. Linibizione di STATS porta al blocco del ciclo
cellulare tra la fase GO/G1 e l'apoptosi delle cellule leucemiche. Inol-
tre, sono stati osservati ridotti livelli di espressione di alcuni target

di STATS - come BCL2L1, MCL1 e CCDNI1 - che sono correlati

alla progressione del cancro®?. In uno studio del 2010, Ravandi et

al. hanno dimostrato che il trattamento con dasatinib in combina-




zione con Ayper-CVAD consente di ottenere una risposta completa
nel 94% dei pazienti V. Foa et al. nel 2011 hanno dimostrato che
pazienti adulti affetti da LAL Ph+ trattati con dasatinib in combi-
nazione con steroidi (e senza chemioterapia sistemica) ottengono
una risposta completa nel 100% dei casi ®. Piui recentemente, Chia-
retti et al., hanno dimostrato che il dasatinib, in combinazione con
steroidi, ¢ in grado di indurre remissioni molecolari complete in circa
i120% dei pazienti .

Questi risultati sottolineano I'efficacia del dasatinib, in combinazione
con gli steroidi ¢/o la chemioterapia, come terapia di induzione nelle
LAL Ph+ ®?; inoltre, a differenza dell'imatinib, il dasatinib ¢ in grado
di oltrepassare la barriera ematoencefalica. Questo inibitore ¢ gene-
ralmente ben tollerato, ma eventi di mielosoppressione sono co-
muni, specialmente nelle fasi avanzate. Effetti collaterali non-emato-
logici includono diarrea, nausea, cefalea, versamento pleurico e/o
pericardico, rash cutaneo e fatica *9.

II nilotinib (Tasigna) ¢ un derivato dell'imatinib con un’aumentata
e selettiva affinita di legame per la tasca del’ATP di BCR-ABLI.
Anchesso lega la conformazione inattiva di BCR-ABL1, ma la sua
attivitd inibitoria 77 vitro & 20-50 volte pit elevata rispetto all'ima-
tinib. E attivo nei confronti della maggior parte delle mutazioni, con

Peccezione della T3151 e delle mutazioni del P-loop #**3. Dati di
laboratorio hanno dimostrato che I'inibizione con nilotinib ¢ asso-
ciata all'induzione dell'apoptosi. Questo farmaco inibisce selettiva-
mente le chinasi BCR-ABLI, KIT e PDGER .

Il nilotinib ¢ efficace e ben tollerato nei pazienti resistenti all' imati-
nib, soprattutto nei casi con LMC @) Eventi avversi correlati all'uso
del nilotinib comprendono principalmente trombocitopenia, neu-
tropenia, dolori addominali, reazioni cutanee, allergia e mialgia .
Un altro inibitore di seconda generazione, il bosutinib (SKI6006), &
efficace nei pazienti LAL Ph+ resistenti o intolleranti all'imatinib. E
attivo verso le mutazioni Y253F E255K e D276G, ma non verso la
T3151. A differenza del dasatinib non inibisce significativamente
KIT o PDGFR. In aggiunta alla sua attivita inibitrice verso le chinasi
BCR-ABL1 e SRC, il bosutinib agisce anche verso le chinasi della
famiglia TEC che hanno un ruolo importante nella regolazione delle
funzioni immunitarie, ed in particolar modo BTK ®?. 1l principale
effetto collaterale ¢ la diarrea, mentre la mielosoppressione avviene
solitamente nelle fasi avanzate *7.

Infine, nel 2012 la Food and Drug Administration ha approvato I'uso
nella pratica clinica dell'inibitore di terza generazione ponatinib (Iclu-
sig) per il trattamento dei pazienti affetti da LMC e LAL Ph+ resi-
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Figura 2 — Mutazioni, inibitori e siti target di BCR-ABLI. A) Complesso di tipo 1

vs complesso di tipo 2 degli inibitori delle chinasi. I residui di Asp-381 e Phe-382 del

motivo DFG sono mostrati secondo il modello a bastoncini. Da notare la differente posizione delle catene laterali dell’Asp e della Phe, ruotate di 180° tra il complesso di
tipo 1 e il complesso di tipo 2. B) Struttura del dominio chinasico di Abl legato all'Imatinib [Protein Data Base (PDB) entry 10P]]. Il loop di attivazione ¢ mostrato in
verde, il loop ricco in Gly & mostrato in giallo e la posizione delle mutazioni che causano resistenza é mostrata in rosso. C) Rappresentazione del dominio chinasico e del
dominio SH2 di BCR-ABL. Il dominio chinasico ¢ rappresentato in blu ed il dominio SH2 ¢ rappresentato in verde (PDB entry 10PL chain B). Sono mostrati inoltre i
principali siti di legame dei farmaci: la tasca di legame dell AT il sito di legame del miristato e Uinterfaccia SH2-chinasi .
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FARMACO IMATINIB DASATINIB NILOTINIB BOSUTINIB PONATINIB

Tipo di inibitore | TKI TKI TKI TKI TKI

Conformazione | Inattiva Attiva-Inattiva Inattiva Intermedia Inattiva

di BCR-ABL1

acuisilega

Specificita Abl, PDGFR, KIT Abl, Src chinasi (SRC, YES, Abl, PDGFR, KIT ABL, SRC, TEC Abl, FLT3, FGFR,

chinasica FYN, LYN), KIT, PDGFR, BMX, VEGFR, KIT, PDGFR,

EPH chinasi, VEGFR, TIE2 RET, EPH, Src chinasi

Dose standard 600 mg/die 140 mg/die 300 mg/die Non nota Non nota

in Plinea

Doseinli*linea | 300-400 mg/die BID | 70 mg BID o 140 mg/die 400 mg BID 500 mg/die 45 mg/die

IC50 260-679 0,8-1,8 10-25 42 0,5

Reazioni Ritenzione di liquidi, Trombocitopenia, Rash cutaneo, Diarrea, nausea, Aumento dei livelli

avverse/ edema, rash cutaneo, | versamenti pleurici aumento dei aumento AST e ALT pressori, trombocitope-

tossicita allungamento QTc livelli di glucosio, nia, rash cutaneo,

bilirubina e lipasi possibili fenomeni

trombotici, aumento
dei livelli di lipasi

Abbreviazioni: TKI, Inibitore di tirosin chinasi.

Tabella 1 — Farmaci approvati per il trattamento della LAL. Vengono riportati specificita chinasica, effetti avversi e tossicita %

stenti o intolleranti agli inibitori di prima e seconda generazione 9.
Il ponatinib ¢ un pan-TKI in quanto ¢ attivo sia verso le forme wild-
type che mutanti di BCR-ABLI (inclusa la mutazione T315I), sia
verso altre chinasi come FLT3, FGE VEGE PDGF e KIT ®. Uno
studio recente su 37 pazienti di nuova diagnosi, condotto dal gruppo
dellMD Anderson Cancer Center ha prodotto risultati preliminari
estremamente promettenti, sebbene vada sottolineato che sono stati
registrati 6 decessi in remissione *.

LaTabella 1 riassume le principali caratteristiche dei farmaci appro-
vati per il tractamento della LAL Ph+.

Mutazioni di BCR-ABL1

Come accennato nel paragrafo precedente, la riattivazione della fun-
zione chinasica di BCR-ABLI ¢ spesso associata all'insorgenza di
mutazioni puntiformi nel dominio chinasico di ABL1 che indebo-
liscono il legame con i TKI e pertanto causano resistenza ai farmaci;
tali mutazioni alterano i residui amminoacidici nel sito di legame
dell'inibitore o prevengono il raggiungimento della conformazione
necessaria per il legame con il farmaco. Sono state descritte piti di
50 mutazioni; in particolare, la T315I conferisce resistenza completa
a tutti i TKI tranne il ponatinib ed ¢ considerata un indicatore di

prognosi sfavorevole 2224042

). Generalmente, queste mutazioni si
verificano all'interno di una delle 4 regioni del dominio chinasico:
il sito di contatto (13151, F317L), il sito di legame SH2 (M315T),

VATP binding loop o P-loop (Y253 e E255) e 'A-loop (H396P).

Nel 75% dei casi resistenti all'imatinib, le mutazioni pili frequenti
sono la T3151, E255K e Y253H. Al dosaggio del farmaco (600
mg/die ¢ in alcuni casi 800 mg/die) ¢ stata imputata I'insorgenza
delle mutazioni, ma il fatto che possano essere rilevate molte muta-
zioni diverse dimostra che un’elevata instabilita genomica potrebbe
essere alla base della loro insorgenza. E stato altresi dimostrato che
alcune mutazioni sono presenti gia alla diagnosi. Le mutazioni che
piti frequentemente causano resistenza agli inibitori di seconda ge-
nerazione nilotinib, dasatinib e bosutinib sono invece un numero
molto pit limitato; le principali sono la T3151, E255K e la V299L.
Sia gli inibitori di prima che quelli di seconda generazione sono in-
capaci di agire nei confronti della forma mutante T315I di BCR-
ABL1 per due ragioni. Questa mutazione, pur non disturbando la
struttura complessiva della proteina BCR-ABLI, influenza la topo-
logia della regione di legame del’ ATP; manca, infatti, di un residuo
di treonina che fornisce un gruppo idrossile critico per il legame
idrogeno con gli inibitori di prima e seconda generazione. Questo
legame idrogeno, importante sia per la potenza che per la specificita
degli inibitori, scompare, dunque, quando la treonina ¢ rimpiazzata
da un residuo di isoleucina (Ile). Inoltre, il residuo 315 ¢& localizzato
direttamente di fronte alla tasca idrofobica ed ¢ pertanto definito re-
siduo garekeeper. Quando mutato in Ile, la catena laterale piti in-
gombrante protrude nel sito attivo dell’enzima bloccando I'ingresso
ai TKI, ma permettendo I'accesso allATP.

La sensibilita di una mutazione ai TKI pud essere valutata usando




dati clinici (tasso di risposta) o dati iz vitro (il valore di IC50). LIC50
¢ la concentrazione di TKI che riduce del 50% sia la crescita di una
linea cellulare trasfettata con BCR-ABLI o i suoi mutanti (saggi cel-
lulari), sia I'attivita chinasica di BCR-ABLI o dei suoi mutanti (saggi
biochimici). La combinazione di questi dati permette di valutare la
sensibilita delle mutazioni 4.

Lo studio dello stato mutazionale di BCR-ABLL1 ¢ di notevole rile-
vanza per stabilire una corretta gestione clinica in caso di resistenza
ai TKI, ed ¢ raccomandato in tutti i casi di fallimento terapeutico.
Le tecnologie di sequenziamento di nuova generazione hanno per-
messo di aumentare la possibilita di identificare le mutazioni, rico-
struire l'architettura clonale della popolazione mutante quando sono
presenti pilt mutazioni, discriminare tra mutazioni compound e mu-
tazioni policlonali, quantificare ogni mutazione e seguire la sua di-
namica nel corso del tempo. Luso del sequenziamento di nuova
generazione (NGS) nei pazienti resistenti ai TKI ha mostrato che le
mutazioni rilevate dai metodi di sequenziamento convenzionali (i.e.
Sanger), a volte, rappresentano solo la punta delliceberg. In alcuni
casi, infatti, le mutazioni sono presenti in percentuali molto basse,

dall'1% al 15-20%, al di sotto del limite di sensibilita del sequen-

ziamento di tipo Sanger. Dal punto di vista clinico, I'identificazione
di una mutazione, seppure in piccola percentuale, ¢ molto impor-
tante per la scelta dell'inibitore pili adatto. Inoltre, un altro fattore
importante ¢ la capacita del deep sequencing di identificare anche le
mutazioni mmpound; esse originano quando due mutazioni sono
acquisite dalla stessa molecola di BCR-ABLI, suggerendo la presenza
di un solo clone. Lidentificazione delle mutazioni compound ha un
importante risvolto clinico: infatti, 'TC50 dei TKI in questi casi &
pit1 alto rispetto ai casi che presentano una sola mutazione e queste
mutazioni rappresentano quindi un fattore prognostico altamente

sfavorevole . La Figura 3 riassume i dati riguardanti le mutazioni

di BCR-ABLI.

LAL-B BCR-ABL1-like

Attualmente, il BCR-ABLI ¢ l'unico dei trascritti indagati nella pra-
tica diagnostica per il quale ¢ disponibile ed indispensabile un ap-
proccio mirato alla proteina di fusione e la sua identificazione
rappresenta, pertanto, Un passaggio Necessario per una corretta con-

dotta terapeutica.
Tuttavia, anche nell’ambito dei casi di LAL BCR-ABLI-negativi -

B
BCR

Ex4 Ex4-5

AAA AAA

AMhAA AAMA A A A AL A AL AMA AA AAAAAA AAAMMA

ABL

Dominio chinasico

Ex 5-6 Ex6 Ex6 Ex6-7 Ex7 Ex 89

[t ]| o | v | (SR

\ Prima generazione \ Seconda generazione ‘
imatinib nilotinib dasatinib bosutinib ponatinib

M237v L273Mm F311L E355D/G V3791 A397P Y253F/H V299L E255K : 4

mMz4a4v E275K/Q T3151 F359Vv/1/C A3BOT S417F/Y E255K/V T3151 V299L
L248R D276G F317L/V//C D363Y F382L 1418s/V T31s1 T315A T3asi

G250E/R T277A F359V/I/C L3641 L384M sa3sCc  f3sov/c  F317LV/I/C ?

Q252R/H E279K Y342H A365V L387M/F E453G/K

¥Y253F/H V280A/1 M343T L370P M38S8L E4S9K/V

E255K/V v289A A344v V371A ¥393C PASOL
E258D v299L M351T E373K H396R/P FA86S

Figura 3 — Rappresentazione grafica dell imatinib, del dominio chinasico di BCR-ABL e delle mutagioni resistenti agli inibitori dei TKI. A) Rappresentazione dellimatinib
(modello a calotta, azzurro) legato a ABL (modello a cartoon). E mostrata la distribuzione tridimensionale di tutte le mutazioni riportate in letteratura (viola). B) Ingran-
dimento del dominio chinasico di BCR-ABL che mostra i principali sottodomini. Le mutazioni resistenti all imatinib sono rappresentate dai triangoli neri. C) Riepilogo
delle mutagioni che causano resistenza allimatinib, dasatinib, nilotinib e bosutinib. Il punto interrogativo nella colonna del bosutinib indica che sono disponibili pochi
dati riguardo le mutazioni resistenti a questo farmaco e non si possono escludere mutazioni aggiuntive a quelle mostrate. Il punto interrogativo nella colonna del ponatinib
indica che non sono state, ad oggi, riportate mutazioni che causano resistenza al ponatinib: essendo l'esperienza clinica ancora limitata non é possibile escludere che vi siano
delle murazioni resistenti, che potrebbero comparire pii tardivamente. La mutazione T3151, che causa resistenza agli inibitori di prima e seconda generazione, ¢ indicara
in grassetto .

32




che rappresentano pitt del 50% dei casi di LAL-B nei pazienti pe-
diatrici e adolescenti/giovani adulti - ¢ possibile identificare dei sot-
togruppi che potrebbero giovarsi dell'introduzione di farmaci
bersaglio. Tra questi, la ricerca negli ultimi anni si ¢ focalizzata sui
casi BCR-ABL1-like. Lidentificazione di questo sottogruppo si deve
agli studi di microarray che hanno mostrato la presenza di casi che,
pur essendo negativi per il trascritto di fusione BCR-ABLI, presen-
tavano un profilo di espressione genica (GEP) simile a quello dei casi
BCR-ABLI-positivi “** con i quali condividono anche I'elevata in-
cidenza di delezioni del gene IKZF1 (vedi sotto) ¢ la prognosi infau-
sta, se trattati con schemi terapeutici tradizionali. Lincidenza di
questo sottogruppo ¢ pari a circa 10-15% in ambito pediatrico, rag-
giunge il 27% nelle casistiche adolescenti e rappresenta il 20% delle
LAL dell’adulto .

Sebbene fosse nota da tempo la presenza di LAL BCR-ABL1-nega-

B9 soltanto grazie

tive caratterizzate da iperespressione di chinasi ¢
alle metodiche di NGS ne sono state svelate le basi molecolari. 1l
particolare profilo genetico dei casi BCR-ABL1-/ike si deve, infatti,
a mutazioni e riarrangiamenti che coinvolgono TK e recettori di ci-

tochine ©°. E possibile identificare alterazioni che provocano latti-
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vazione di chinasi nel 90% dei casi BCR-ABLI1-/zke.

Le alterazioni piti comuni sono i riarrangiamenti dei geni ABLI,
CRLEF2, CSFIR, EPOR, JAK2, NTRK3 e PDGFRB (i.e. IGH-
CRLF2, P2RYS8-CRLF2, BCR-JAK2, STRN3-JAK2, EBF1-
PDGFRB, NUP214-ABL1, RANBP2-ABL1). I riarrangiamenti di
CRLEF2 (r-CRLF2) si riscontrano nel 47% dei casi e provocano
l'iperespressione di CRLF2, unitamente all’attivazione della via di
segnale JAK/STAT; infine, le fusioni delle chinasi della famiglia
ABL si rilevano nel 12% di casi, di EPOR nel 3% e di JAK2 nel
7% ©V (Figura 4).

Il coinvolgimento delle chinasi ha indotto a testare i TKI anche in
questo contesto ¢ molteplici studi hanno dimostrato che potrebbero
avere un ruolo anche nel trattamento dei casi BCR-ABL1-/zke.
Infatti, geni di fusione o mutazioni puntiformi a carico di protein
chinasi conferiscono a linee cellulari pre-B una capacita di crescita
indipendente da citochine, che ¢ invece abolita dal trattamento con
imatinib e dasatinib V. Analogamente, cellule leucemiche BCR-
ABL1-/ike sono sensibili a TKI 77 vitro e in modelli di xenograft.
Inoltre, alcuni studi hanno dimostrato che i casi BCR-ABL1-/ike
con fusioni dei geni ABL, scarsamente rispondenti alla chemiotera-
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Figura 4 — Alterazioni genetiche che caratterizzano il sottogruppo BCR-ABL1-like. A) Incidenza delle principali alterazioni documentate nei pagienti pediatrici, adolescenti
e giovani adulti affetti da LAL BCR-ABLI-like. B) Distribuzione delle lesioni geniche piit frequenti ©+%2.




pia, sono invece sensibili ai TKI ©%; i TKI sono risultati efficaci anche
in casi con riarrangiamenti del gene PDGFRB ©2.

Anche le vie di trasduzione del segnale JAK/STAT (12%) e RAS
(6%) sono frequentemente alterate nelle LAL BCR-ABL1-/ike V.
Tali mutazioni suggeriscono che, oltre ai TKI, altri inibitori che in-
terferiscono con questi meccanismi di segnalazione potrebbero tro-
vare applicazione nei casi BCR-ABLI-/ke cosi come in altri casi
BCR-ABL1-negativi, come sara discusso nei paragrafi seguenti.

II miglioramento della prognosi dei casi BCR-ABLI1-/ike potrebbe,
quindi, derivare sia dall'introduzione di terapie mirate che dall’ade-
guamento dei trattamenti ai livelli di MMR come dimostrato da
Roberts et al 6.

Alla luce delle implicazioni prognostiche e, forse, terapeutiche, il ri-
conoscimento dei casi dii LAL BCR-ABL1-/ike ¢ di fondamentale im-
portanza. Tuttavia, ad oggi il loro riconoscimento non ¢ univoco e
richiede ancora lo studio del GEP e/o l'identificazione dei trascritti
sopra menzionati che ¢ fattibile solo con sofisticate tecniche di biologia
molecolare. Tutto cid non ¢ ovviamente applicabile alla normale rou-

tine diagnostica e rende la ricerca di un comune metodo di identifi-
cazione dei casi BCR-ABL1-/ike una delle principali sfide odierne *+*9.

Sottotipi di LAL-B BCR-ABL1-negative

Mentre nel caso delle LAL BCR-ABL1-/ke il richiamo al tipo di te-
rapia bersaglio potenzialmente efficace ¢ diretto, dato il successo dei
TKI nelle LAL BCR-ABL1-positiva, meno immediato ¢ il potenziale
risvolto terapeutico nei rimanenti sottogruppi di LAL BCR-ABLI-

Basi molecolari

Come rivelato inizialmente da studi di microarray e successivamente
dalle tecniche di NGS, il panorama genetico dei casi BCR-ABLI-
negativi ¢ altamente eterogeneo ®*%”. Infatti, oltre ai sottotipi carat-
terizzati dai piti comuni riarrangiamenti cromosomici (BCR-ABLI,
ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, r-MLL) o da un cariotipo ipo o ipet-
diploide (Tabella 2A e B) ©7), sono stati identificati casi con riarran-
giamenti di CRLF2, deregolazione di ERG, amplificazioni intra-
cromosomiche del cromosoma 21 (IAMP21), riarrangiamenti di
PAXS, deregolazione di IKZF1, nonché i casi BCR-ABL1-/ike sopra
descritti (Tabella 3). Lincidenza di questi sottotipi varia notevol-
mente con l'eta (Figura 5) ©9.

Alle macroalterazioni si aggiungono mutazioni puntiformi e altera-
zioni del numero di copie (CNA), come delezioni e amplificazioni.
La frequenza delle mutazioni somatiche nella LAL ¢ bassa (<20 mu-
tazioni non-silenti per caso) - ad eccezione delle recidive con fenotipo

6860 _ ¢ con un’incidenza simile si rilevano le CNA, fre-

ipermutato
quentemente rappresentate da delezioni di regioni che includono
uno o pochi geni. Globalmente, le alterazioni piti frequenti colpi-
scono i geni coinvolti nel differenziamento del linfocita B (IKZF1,
PAX5, EBF1, VPREBI, BTG1): tra queste, le piti comuni sono le
delezioni e le mutazioni di IKZF1 e PAX5, che determinano perdita
di funzione o espressione di un allele dominante negativo che, in-
terferendo con il differenziamento linfoide, contribuiscono alla leu-
cemogenesi Y. Altri geni frequentemente interessati da delezioni e

mutazioni sono quelli coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare

negative. (CDKN2A/2B, RB1, TP53), della trascrizione (ETV6, TBL1XRI,
SOTTOTIPO CITOGENETICO RILEVANZA CLINICA ABERRAZIONI AGGIUNTIVE PREVALENZA
Iperdiploidia Prognosi eccellente, soprattutto Mutazioni in FLT3, NRAS, KRAS, 25%-30% dei casi pediatrici
(>50 cromosomi) nei casi pediatrici 0 PTPN11. Microdelezioni di CDKN2A, e <9% dei casi adulti
ETV6, IKZF1, PAX5, RB1 e TCF3.
Mutazioni/delezioni di CREBBP, nei casi
di recidiva
Ipodiploidia Prognosi progressivamente 5%-8%
(<44 cromosomi) sfavorevole, che decresce al -
diminuire del numero di cromosomi
Quasi aploide Mutazioni attivanti tirosin-chinasi 0,7%-2,4%

(24-31 cromosomi)

(RTK)/RAS pathway (NF1, NRAS, KRAS,
MAPK1, FLT3, PTPN11)
e mutazioni/delezioni di IKZF3

Bassa Ipodiploidia
(32-39 cromosomi)

Mutazioni di TP53, RB1,
CDKN2A/2B e IKZF2

Ipodiploidia

(40-43 cromosomi)
Quasi diploide
(44-45 cromosomi)

Tabella 2A — Principali aneuploidie nelle LAL-B.
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TRASLOCAZIONE GENI IMPLICATI RILEVANZA CLINICA ABERRAZIONI AGGIUNTIVE PREVALENZA
1(12;21)(p13;022) ETV6-RUNX1 Prognosi eccellente Delezioni di PAX5, EBF1, ETV6, CDKN2A, RAGT, 25% dei casi pediatrici
(TEL-AMLT) RAG2, BTLA, CD200, TOX, TBL1XR1, NR3C1,BTG1 | e 1%—4,4% dei casi adulti
1(1;19)(q23;p13) TCF3-PBX1 Prognosi da intermedia | Delezioni del cromosoma 9p (CDKN2A e PAX5), <6% dei casi pediatrici
(E2A-PBX1) a favorevole cromosoma 6q o cromosoma 13q (RB1), e <3% dei casi adulti
e formazione di isocromosoma 9q
1(17;19)(q22;p13) TCF3-HLF (E2A-HLF) | Prognosi sfavorevole - <1%
1(9;22)(q34;,q11.2) | BCR-ABL1 Prognosi notevolmente | Mutazioni o delezioni di IKZF1 3%-5% dei casi pediatrici
migliorata in seguito e 25%-30% dei casi
all’'aggiunta di TKs alla adulti
chemioterapia intensiva
(v;11923) MLL Prognosi sfavorevole, Mutazioni attivanti in tirosin chinasi-fosfoinositide-3- | 66% dei neonati,
1(4;11)(q21;923) MLL-AFF1 (AF4) soprattutto nei neonati chinasi-RAS pathway, con mutazioni ricorrentiin 1%—2% dei bambini,
1(9;11)(p21;023) MLL-MLLT3 (AF9) KRAS e NRAS e mutazioni non ricorrenti in FLT3, e 4%-9% degli adulti
t(10;11)(p12;023) MLL-MLLT10 (AF10) NF1, PTPN11 e PIK3R1
t(11;19)(q23;p13.3) | MLL-ENL

Tabella 2B — Traslocazioni ricorrenti nelle LAL-B ©7.

TRASLOCAZIONE GENI IMPLICATI RILEVANZA CLINICA ABERRAZIONI AGGIUNTIVE PREVALENZA
BCR-ABL1-/ike ALL Prognosi Delezioni a carico di IKZF1, TCF3, EBF1, PAX5, e 10%-15% dei casi
sfavorevole VPREB1 dic(9;20) e iAMP21. Delezioni di IKZF1, pediatrici e 27% degli
espressione deregolata di CRLF2 con mutazioni adolescenti e giovani
B nella famiglia di JAK. Riarrangiamenti a carico di | adulti, 20% negli adulti
ABL1, JAK2, CRLF2, PDGFRB, EBF1, EPOR; muta-
zioni attivanti di IL7R e FLT3; delezioni di SH2B3
iAMP21 Prognosi Delezioni di IKZF1, CDKN2A, PAX5, ETV6, e RB1; | ~2%
- sfavorevole guadagno di un cromosoma X e presenza
di riarrangiamento P2RY8-CRLF2
1(v;14932) IGH con molti partner | Prognosi <5%, piu frequente
di fusione: CRLF2, sfavorevole negli adolescenti
ID4, CEBP, BCL2, -
EPOR, LHX4, e IL-3
Translocazioni/ CRLF2-IGH, Prognosi Associate con mutazioni di JAK1/2 nel <50% dei | <7% dei casi LAL-B, >50%
delezioni/mutazioni | P2RY8-CRLF2 sfavorevole casi; nelle LAL-B ad alto rischio, associate sia dei casi di LAL con Sindrome
in Xp22.3/Yp11,3 con delezioni e/0 mutazioni di IKZF1 che muta- di Down, 50% dei casi LAL

zioni di JAK1/2.

BCR-ABL1-fike

Delezioni di21g22 | ERG Prognosi favorevole - 3% 0 7% dei casi pediatrici
Delezioni/ PAX5 con molteplic Importanti nel Delezioni di PAX5: 30%;
traslocazioni partner, tra cui ETV6, processo di mutazioni di PAX5:
in9p13 ELN, POM121, PML, leucemogenesi 5%—7%; riarrangiamenti

FOXP1, MLLT3, JAK2,

ma non associate

di PAX5: 2%—-3%

C200rf112,AUTS2, a risultati avversi
CHFR, SOX5, POM121C
Delezioni focali/ IKZF1 Prognosi B 15% dei casi pediatrici
mutazioni 7p12,2 sfavorevole
Dic(9;20) Prognosi Delezioni di CDKN2A, iAMP21, amplificazione del | 2%—3% dei casi pediatrici
B sfavorevole cromosoma X e ~0,5% dei casi adulti

Tabella 3 — Principali sottotipi di LAL-B con le lesioni genetiche associate e impatto prognostico ™.
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Figura 5 — Prevalenza delle principali alterazioni genetiche nelle diverse fasce d'etas 9.

ERG), della segnalazione linfoide (BTLA, CD200, TOX), nella ca-
scata di trasduzione di RAS (NF1, KRAS, NRAS, PTPN11) e nelle
modificazioni epigenetiche (EZH2, CREBBE, SETD2, MLL2,
NSD2); a questi si aggiungono le lesioni di recettori di citochine e
numerose TK (ABL1, ABL2, CRLF2, CSFIR, EPOR, FLT3,
IL2RB, IL7R, JAK1/2, NTRK3, PDGFRB) 2.

II tipo e la frequenza delle aberrazioni genetiche (riarrangiamenti
cromosomici, mutazioni, delezioni/amplificazioni) varia nei diversi
sottotipi di LAL (Tabelle 2 e 3): per esempio, le mutazioni dei geni
della via del segnale di RAS prevalgono nei casi --MLL e nei casi
iperdiploidi ¥, i riarrangiamenti che coinvolgono recettori di cito-
chine e TK sono caratteristici delle LAL BCR-ABLI1-/7ke, come ri-
portato di seguito ©?, e le alterazioni nei geni che partecipano alla
regolazione epigenetica sono frequenti alla recidiva di malattia e negli
adolescenti con LAL r-MLL ¢+,

Nonostante I'identificazione di numerose nuove lesioni genetiche,
soltanto alcune rappresentano dei potenziali bersagli terapeutici e
quindi le terapie mirate - volte a interferire direttamente con la pro-
teina mutata /o con i meccanismi di segnalazione attivati in modo
aberrante in seguito all'alterazione genetica - potrebbero rappresen-
tare delle valide alternative ai trattamenti convenzionali o potrebbero
essere impiegate in combinazione con essi .

Altri potenziali farmaci bersaglio

Sulla base della disponibilita di farmaci bersaglio, si possono rag-
gruppare le LAL in classi nelle quali potrebbero essere efficaci gli ini-
bitori di:

¢ chinasi;

* della via del segnale JAK/STAT;

* della via del segnale di RAS;

* dei meccanismi epigenetici, come discusso nella sezione sottostante.
Inibitori di chinasi

Oltre alle LAL BCR-ABLI1-positive e BCR-ABL1-/ke, i TKI potreb-
bero essere efficaci anche in altri sottogruppi caratterizzati da
un'espressione alterata delle TK “4. Tra le chinasi con livelli di espres-
sione aberranti ¢ doveroso ricordare FLT3, il cui trascritto ¢ ipere-
spresso nei casi -MLL e anche in una elevata percentuale di LAL-B

negative ai trascritti ricorrenti %)

. Tali pazienti potrebbero quindi
beneficiare degli inibitori di FLT3 di prima generazione, come dimo-
strato dall’efficacia del lestaurtinib (CEP701) in cellule primarie di
neonati e bambini affetti da LAL-B r-MLL o iperdiploide ©. I TKI
potrebbero essere efficaci anche in pazienti con LAL-B TCF3-PBX1+,
ove vi fosse una scarsa risposta alla terapia convenzionale. Questi casi,
infatti, presentano al profilo di espressione genica un’elevata espres-
sione di numerose chinasi - tra le quali MERTK, ICK, TNK2 - e le

cellule primarie sono sensibili 72 vitro a imatinib e dasatinib “7°.

Inibitori della cascata JAK/STAT

La via del segnale JAK/STAT rappresenta un sistema di trasduzione
sul quale convergono una serie di citochine e recettori trasmembrana
associati (Figura 6). Lattivazione costitutiva contraddistingue molte
neoplasie ematologiche, ma le lesioni genetiche responsabili della
suddetta alterazione sono eterogenee "V. Nell'ambito delle LAL-B
sono da annoverare i gid menzionati riarrangiamenti di CRLF2, le
mutazioni attivanti di JAK1, JAK2, IL7R, IL2RB, e le delezioni/mu-
tazioni di SH2B3. In particolare, le alterazioni piti frequenti a carico
di CRLF2 - appartenente al complesso recettoriale della linfopoie-
tina stromale (TSLP) insieme alla catena alfa (IL7R) - sono la dele-
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zione a monte di CRLF2 che porta al trascritto di fusione CRLF2-
P2RY8 e la traslocazione IGH-CRLF2; entrambe inducono l'ipere-
spressione di CRLF2. La mutazione F232C nel dominio
transmembrana di CRLF2 ¢ invece piui rara e determina dimerizza-
zione e attivazione del segnale 779,

Le mutazioni dei membri della famiglia JAK si verificano nei domini
chinasici o pseudochinasici altamente conservati e ne determinano
un’attivazione costitutiva. Le mutazioni di IL7R, documentate sia
nelle LAL-B che LAL-T (vedi sotto), sono rappresentate principal-
mente da inserzioni/delezioni (indel) nel dominio iuxtamembrana-
transmembrana o sostituzioni che introducono nella gran parte dei
casi cisteine spaiate determinando la formazione di ponti disolfuro,
omodimerizzazione e quindi crescita indipendente da citochine nei
progenitori linfoidi 7>79.

Complessivamente, queste lesioni determinano un’attivazione costi-
tutiva della via del segnale JAK/STAT che potrebbe essere bloccata
dagli inibitori di JAK. Tra questi, il ruxolitinib - largamente testato
nell'ambito nelle malattie mieloproliferative - si & dimostrato efficace
nel ridurre la massa leucemica di xenograft provenienti da campioni
aventi mutazioni di JAK e/o r-CRLF2 7. Analogamente, una no-
tevole riduzione della massa leucemica ¢ stata osservata nei casi con
BCR-JAK2. Attualmente, uno studio di fase II sta valutando l'effi-
cacia del dasatinib o ruxolitinib in combinazione con la chemiote-
rapia per il trattamento delle LAL BCR-ABL1-/ike con alterazioni
specifiche (CT.gov:NCT02420717).

Oltre a JAK/STAT, in questi casi ¢ alterata anche la via mTOR/

PI3K; a conferma di cio, la rapamicina si ¢ dimostrata efficace sia in

Leucemia acuta linfoide

casi r-CRLF2 che in un caso con mutazioni attivanti di IL7R 77
Infine, uno studio recente condotto nell’'ambito delle LAL-T ha di-
mostrato che ¢ possibile bloccare 'omodimerizzazione oncogenica
dell'IL7R usando I'agente riducente N-acetilcisteina (NAC) che
quindi rappresenta una possibile strategia terapeutica 7.

Sebbene tali alterazioni prevalgano nei casi BCR-ABL1-/ike, non
sono esclusive di questo sottogruppo, pertanto gli approcci terapeu-
tici menzionati potrebbero trovare applicazione anche nei casi mutati
indipendentemente dal profilo BCR-ABL1-/ike 7.

Inibitori della via di RAS

Lattivazione aberrante di questa cascata di trasduzione del segnale
puo essere dovuta a mutazioni a carico di recettori di membrana,
come nel caso di FLT3, o di elementi cardine della cascata del segnale
come le proteine K/NRAS (Figura 7). Numerosi studi hanno dimo-
strato che le mutazioni dei geni della via del segnale di RAS preval-
gono nei casi -MLL (18-50%) e nei casi iperdiploidi (17-58%) ©.
Inoltre, recentemente ¢ emerso che il 70% dei casi quasi-aploidi,
aventi 24-31 cromosomi, presenta mutazioni di RAS, che risultano
invece meno frequenti nei casi quasi-diploidi (31%) ?\. Per quel che
riguarda lo stadio della malattia, le mutazioni di RAS sono frequenti
nei casi pediatrici alla recidiva di malattia (40%) ®” cosi come in
quelli ad alto rischio (70%) V.

Mutazioni attivanti FLT3 - che svolge un ruolo cruciale nello sviluppo
delle cellule staminali emopoietiche e dei progenitori dei linfociti B -
sono state riportate per la prima volta nella leucemia mieloide acuta
(LMA) e pertanto la gran parte delle conoscenze si riferisce a questa
patologia. Le pitt comuni mutazioni di FL'T3 sono le cosiddette du-

TSLP
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Figura 6 — Schematizzazione della via di segnalazione JAKISTAT e relativi farmaci inibitori. Mutazioni o riarrangiamenti dei componenti della via JAKISTAT (i.e. CRLF2
0 JAK) determinano fosforilazione di STATS e attivazione aberrante di PI3KIAKT/mTOR e RASIMEKIERK. I potenziali bersagli terapeutici e i rispettivi farmaci inibitori

sono indicati nei riquadyi .




plicazioni in tandem (ITD) di lunghezza variabile nel dominio juxta-
membrana - che provocano dimerizzazione indipendente dal ligando,
fosforilazione e attivazione dell'attivita chinasica - e le mutazioni pun-
tiformi nel dominio chinasico (TKD) che sembrano determinare an-
chesse attivazione costitutiva del recettore 2.

Analogamente ai TKI, gli inibitori di FLT3 agiscono come compe-
titori del’ATP e se ne conoscono diverse generazioni: mentre i primi
(lestaurtinib, midostaurin) erano attivi nei confronti di pitt chinasi,
I'ultima generazione (quizartinib, crenolanib) presenta un’azione pitt
specifica. Oltre alle pili note sperimentazioni sulle LMA, il lestaur-
tinib (CEP701) e il midostaurin (PKC412) sono stati anche testati
nei neonati affetti da LAL in uno studio di fase I-II (CT.gov:NCT
00866281) ed in uno di fase III (CT.gov:NCT00557193), rispetti-
vamente, ma i risultati non sono ancora noti ®?. Tra gli inibitori di
nuova generazione, il quizartinib (AC220) rappresenta ['inibitore
pili potente iz vitro e dotato, inoltre, di un’elevata selettivita. A tale
proposito, ¢ stato completato uno studio di fase I in pazienti pedia-

trici affetti da LAL o LMA refrattaria o ricaduta di malattia volto a
valutare 'efficacia del quizartinib in combinazione con la chemio-
terapia (CT.gov:NCT01411267). Laltro farmaco che merita una
particolare attenzione ¢ il crenolanib (CP-868-596) perché, al con-
trario dei farmaci menzionati finora, ¢ attivo sia nei confronti di
FLT3-ITD che delle mutazioni del dominio TKD, consentendo
quindi anche di superare le resistenze dovute alla comparsa di muta-
zioni TKD ®89, Gli incoraggianti dati /7 vitro hanno stimolato nu-
merose sperimentazioni (CT.gov:NCT01522469 e NCT01657682)
finora solo nell’ambito della LMA refrattaria o con ricaduta di ma-
lattia ®; tuttavia, & presumibile che nel prossimo futuro il crenolanib
sar impiegato anche nelle LAL FLT3-mutate. Gli inibitori di FLT3
potrebbero trovare applicazione anche nel trattamento delle LAL-B
senza trascritti molecolari, nelle quali le mutazioni di FLT3 si riscon-
trano nell'8% dei pazien e la loro incidenza aumenta con I'eta 7.
Infatti, crenolanib e quizartinib sono risultati efficaci nel ridurre la
proliferazione di cellule primarie di pazienti affetti da LAL-B FLT3-

FLT3

Inibitori di MEK
(i.e. selumetinib)

Inibitori di mTOR e duplici mTOR/PI3K
(i.e. rapamicina, BEZ235)

Figura 7 — Schematizzazione della via di segnalazione RAS e relativi farmaci inibitori. Mutazioni di KINRAS o di tirosin chinasi recettoriali a monte (i.e. FLT3) determinano
Lattivagione aberrante della via RAFIMEK/ERK. In aggiunta, RAS segnala anche attraverso altre cascate, tra le quali PI3KIAKT/mTOR. I potenziali bersagli terapeutici e

i rispettivi farmaci inibitori sono indicati nei riquadri .
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mutata. Diverso ¢ il caso di mutazioni di K/NRAS verso cui non
sono disponibili degli inibitori specifici. Pertanto, le strategie tera-
peutiche mirano a interferire con le vie del segnale attivate in modo
aberrante (Figura 7). Infatti, le proteine RAS trasmettono il segnale
attraverso la via di MEK e la via della PI3K/mTOR, per le quali
sono disponibili molteplici inibitori. A supporto di quanto illustrato,
il BEZ235, un inibitore sia di PI3K che di mTOR, ¢ stato testato
con successo in modelli xenograft di casi ipodiploidi, risultando al-
tamente efficace nell’inibire la proliferazione della massa leucemica.
Attualmente ¢ in corso una sperimentazione di fase I in pazienti
adulti con LAL recidiva o refrattaria (CT.gov:NCT01756118).
Nell’ambito di uno studio di casi pediatrici di LAL-B con recidiva
di malattia ¢ stata invece valutata la sensibilita al selumetinib
(AZD6244) di blasti aventi mutazioni di K/NRAS, inibitore allo-
sterico di MEK1/2, gia sperimentato nei tumori solidi. In modelli
murini con primagraft derivanti da pazienti, il selumetinib ha ridotto
il numero di cellule leucemiche ®. Analogamente, BEZ235 e selu-
metinib - sebbene quest'ultimo in misura minore - sono risultati ef-
ficaci nel ridurre la proliferazione di cellule primarie di LAL-B prive
dei comuni trascritti di fusione e aventi mutazioni di K/NRAS @,
Inibitori di geni coinvolti nella regolazione epigenetica

Alcuni sottotipi di LAL-B BCR-ABLI1-negative presentano altera-
zioni di geni coinvolti nelle modificazioni epigenetiche, che rappre-
sentano dei promettenti bersagli terapeutici. Tra questi, ¢ stato
dimostrato che 'istone metiltransferasi DOT1L ¢ necessario per lo
sviluppo della leucemia nei casi r-MLL. Linibitore di DOT1L di
prima generazione, EPZ004777, ¢ stato superato per potenza, selet-
tivita e farmacocinetica dal’EPZ-5676, in grado di ridurre la massa
tumorale in modelli xenograft di LAL r-MLL. Attualmente, ¢ in
corso una sperimentazione di fase I sia nei pazienti pediatrici

(CT.gov:NCT02141828) che adulti (CT.gov:NCT01684150) affetti
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da LAL -MLL ©9,

Le mutazioni/delezioni dell'acetiltransferasi CREBBP sono frequenti
nelle LAL-B pediatriche alla recidiva di malattia con un’incidenza
del 18% nei casi non-iperdiploidi che incrementa fino al 60% negli
iperdiploidi . Tnoltre, ¢ stato riportato che le recidive post-tra-
pianto di pazienti adulti affetti da LAL-B BCR-ABLI1-negativa sono
particolarmente arricchite in mutazioni dei regolatori dei meccani-
smi epigenetici SETD2, CREBBP, KDMO6A e NR3Cl1 ©6),

Infine, a conferma del ruolo di questa categoria di geni nella LAL
r-MLL, un recente studio di NGS ha riportato che il 45% dei pa-
zienti pediatrici pilt grandi presentano mutazioni nei regolatori del-
I'epigenetica . Pertanto, il gruppo di pazienti che potrebbe giovare
di un trattamento con inibitori delle istone deacetilasi i(HDAC) sem-
bra destinato ad ampliarsi. Recentemente, si sono concluse due spe-
rimentazioni di fase I che includono l'uso di iIHDAC, il vorinostat
(Zolinza) e il panobinostat (Farydak), in pazienti pediatrici con ma-
lattia refrattaria o recidivata (CT.gov:NCT01483690, NTC01321
340): i risultati non sono ad oggi ancora pubblicati. Un ulteriore
aspetto da considerare ¢ il fatto che le mutazioni di CREBBP sono
spesso presenti simultaneamente a quelle di KRAS, come emerso re-
centemente in un'ampia coorte di casi iperdiploidi alla recidiva di
malattia; pertanto, gli inibitori di MEK e della PI3K potrebbero avere
un ruolo anche nella gestione terapeutica di questo sottogruppo ®7.
I dati riportati sono riassunti nella Tabella 4. In aggiunta alle singole
terapie mirate, la presenza di piti alterazioni potrebbe motivare I'uso
di terapie combinate volte a interferire con le vie di segnalazione al-
terate, come ad esempio 'impiego di inibitori di JAK e di PI3K nei
casi con r-CRLF2 o con mutazioni di JAK. Tali combinazioni po-
trebbero minimizzare il rischio di resistenza associata a trattamenti
con agenti singoli. Un ulteriore miglioramento potrebbe derivare
dall'identificazione al momento della diagnosi di mutazioni associate

CATEGORIA GENI IMPLICATI FARMACI SOTTOGRUPPI
Alterazioni a carico BCR-ABL1 TKI BCR-ABL1-like
di chinasi PDGFRB, MERTK TCF3-PBX1+

ICK, TNK2
Deregolazione della JAK1/2 Inibitori di JAK BCR-ABL1
via di segnalazione CRLF2 Inibitori mTOR (i.e. rapamicina)
JAK/STAT IL7R
Deregolazione della FLT3 Inibitori di FLT3 LAL r-MLL
via di segnalazione KRAS/NRAS Inibitori mTOR (i.e. rapamicina) LAL-B iperdiploidi e ipodiploidi
di RAS Inibitori duplici PI3K/mTOR, (i.e. BEZ235)

Inibitore allosterico di MEK1/2, (i.e. selumetinib)

Alterazioni della CREBBP Inibitori di DOT1L Recidive di LAL r-MLL
regolazione SETD2 Inibitori delle istone deacetilasi
epigenetica DOTIL (i.e.iHDAC)
Abbreviazioni: TKI, Inibitore di tirosin chinasi.

Tabella 4 — Sottogruppi di LAL-B e relativi farmaci bersaglio.




a ricaduta di malattia o a resistenza al trattamento che potrebbero
quindi guidare e condizionare le strategie terapeutiche.

LAL-T

Le LAL-T rappresentano il 10-15% dei casi di LAL dell'infanzia ed
i125% dei casi adulti ®”. Sebbene l'introduzione di schemi terapeutici
intensificati abbia migliorato il decorso clinico dei pazient, la LAL-
T ¢ ancora considerata una malattia ad alto rischio di recidiva ¢¥.
Inoltre, la possibilita di cura per i pazienti refrattari o recidivati, spe-
cle se precocemente, & scarsa . Per tale motivo, negli ultimi anni si
sono ampliate le ricerche intese a comprendere meglio i meccanismi
patogenetici ¢ a identificare lesioni che consentano una migliore stra-
tificazione prognostica e lo sviluppo di terapie mirate.

A differenza delle LAL-B in cui prevalgono i trascritti di fusione,
nelle LAL-T i riarrangiamenti interessano pili frequentemente le re-
gioni cromosomiche 7q34 e 14q11, dove risiedono i geni per il re-
cettore delle cellule T (TCR). Questi riarrangiamenti si riscontrano
nel 35% dei casi e generalmente giustappongono gli enbancer o pro-
motori del TCR a fattori di trascrizione coinvolti nel differenzia-

mento cellulare, determinandone una espressione aberrante nei

progenitori T linfocitari ed una deregolazione dell’emopoiesi 9.

La bassa incidenza di trascritti di fusione con produzione di una pro-
teina chimerica ha reso difficile lo sviluppo e 'applicazione di terapie
mirate come avvenuto nell’ambito delle LAL-B. Infatti, i riarrangia-
menti di ABL1 interessano solo '8% dei pazienti mentre i riarran-
giamenti di MLL e MLLT10 sono stati descritti in circa il 5 e 10%
dei casi rispettivamente %),

Negli ultimi anni il miglioramento delle tecniche di citogenetica e
Pintegrazione con studi di espressione genica e NGS hanno portato
allidentificazione di diverse lesioni genetiche con ruolo patogenetico
ed alla definizione di sottogruppi distinti dal punto di vista immu-
nofenotipico e molecolare . Accanto ai trascritti di fusione sono
state descritte varie mutazioni, amplificazioni (i.e. MYB) e delezioni
cromosomiche (i.e. CDKN2A). Lassociazione e la cooperazione di
queste lesioni nelle diverse fasi di sviluppo del timocita giustificano
la grande eterogeneita che caratterizza questa malattia dal punto di
vista biologico e clinico. I vari sottogruppi molecolari emersi dal-
I'analisi in GEP e l'associazione tra le diverse lesioni sono riportati
nella Tabella 5. Tra le varie lesioni identificate, le mutazioni a carico
del recettore transmembrana NOTCH 1, riscontrate in circa il 60%

SOTTOTIPO RIARRANGIAMENTO GENI IMPLICATI ABERRAZIONI AGGIUNTIVE PREVALENZA
TAL/LMO del(1)(p32) STIL/TAL1 Mutazioni e delezioni di PTEN 30-40%
t(1;14)(p32;q11) TCR con TAL1, TAL2, LMOT, Riarrangiamenti di MYC
t(1;7)(p32;034) LMO02
1(7,9)(q34,032)
1(11;14)(p15;91)
1(11;14)(p13;01)
1(7;11)(q35;p13)
HOXA inv(7)(p15q34)/ TCR con HOXA Mutazioni di IL7R, JAK1/3 ~20-25%
t(7;7)(p15;034) MLLT10 con vari geni
t(10;11)(p13;014) MLL con vari geni
t(v;11923) SET con NUP214
del(9)(q34)
TLX3 Riarrangiamenti 5935 TLX3 con BCL11B Mutazioni di IL7R, JAK1/3, PHFG6; 20-24% bambini,
1(5;14)(935;032) NUP214-ABL1, EML1-ABL1 10% adulti
TLX1 Riarrangiamenti 10g24: | TCR con TLX1 Delezioni o mutazioni di PTPN2, 3-8% bambini,
1(7;10)(034;024)) mutazioni di PHFG6; 20-30% adulti
1(10;14)(q24;911) NUP214-ABL1, EML1-ABL1
NKX2-1/NKX2-2 inv(14)(q11.2q13) TCR/IGH con NKX2-1, NKX2-2 Non note 6%
1(7;14)(934;013)
inv(14)(q13932.33)
1(14;20)(q11;p11)
LYL/MEF2C e cluster 1(7;19)(q34;p13) TCR con LYL1 Mutazioni di JAK1/3, IL7R, N-RAS, 3%-17%
immaturo del(5)(q14) Riarrangiamenti MEF2C FLT3, modulatori epigenetici
(i.e.IDH1/2, DNMT3A, EZH2, EED,
SUZ12, SETD2 e EP300), fattori di tra-
scrizione (i.e. RUNX1, ETV6, GATA3 e
IKZF1); RUNX1-AFF3, ETV6-NCOA2,
BCL11B-NKX2.5, BCL11B-PU.1

Tabella 5 - Principali sottotipi molecolari di LAL-T con le lesioni genetiche piis frequentemente associate.




dei casi, e le delezioni a carico della regione 9p che contiene il gene
oncosoppressore CDKN2A, descritte in circa il 70% dei casi, rap-
presentano le lesioni piti frequenti ®**. Rivestono inoltre particolare
interesse le mutazioni e/o delezioni a carico di geni coinvolti nelle
vie del segnale di JAK/STAT (IL7R, JAKI, JAK3, STATSB,
PTPN2, PTPRC), RAS/PI3K/PTEN/AKT/mTOR (PTEN,
K/NRAS, NF1, FLT3) e nella regolazione epigenetica (PHFG,
SUZ12, EZH2, TET2, H3FA e KDM6A) poiché possono rappre-
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sentare dei possibili bersagli terapeutici ¢ ). Nel paragrafo se-
guente descriveremo la LAL-ETP (early T-cell precursors) che
rappresenta un sottogruppo con un profilo immunofenotipico e di
espressione genica caratteristico. Verranno anche discussi i potenziali
farmaci che hanno come bersaglio NOTCH], le vie di attivazione

PI3K/PTEN/AKT/ mTOR e JAK/STAT, e gli inibitori di ABL1.
LAL-ETP

Uno specifico sottogruppo nell’ambito delle LAL-T ¢ rappresentato
dalla LAL-ETP, descritta in circa il 15% delle LAL-T sia nei bambini
che negli adulti “. Le cellule ETP derivano da un progenitore emo-
poietico immaturo che mantiene la capacita di differenziare in cellule
della linea T o mieloide "%\

Da queste cellule hanno origine appunto le LAL-ETP, caratterizzate
da un profilo trascrizionale simile alla cellula staminale e da un im-
munofenotipo caratterizzato dall’assenza del CD1a e CD8, dalla de-
bole espressione del CD5 e dall’espressione di almeno un marcatore
della linea mieloide o della cellula staminale quali: CD117, CD34,
HLA-DR, CD13, CD33, CD11b, CDG5.

Analogamente, il nostro gruppo ha identificato un gruppo di casi ca-
ratterizzati dall’iperespressione di fattori di trascrizione mieloidi, tra
cui CEBPA, CEBPB e CEBPD, e del miRNA-223, un microRNA
coinvolto nella differenziazione mieloide 1.

Zhang et al. hanno inoltre riportato che questa forma di leucemia ¢
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caratterizzata dalla presenza di diversi riarrangiamenti intracromoso-
mici, delezioni ed inserzioni ®.

Dal punto di vista clinico i pazienti con LAL-ETP presentano una
prognosi infausta con i comuni schemi di trattamento chemioterapici
(109, Sebbene l'utilizzo di trattamenti intensivi abbia migliorato la pro-
gnosi di questi pazienti, la tossicita ad essi correlati incoraggia lo svi-
luppo di terapie mirate 7.

Questo sottogruppo ¢ infatti caratterizzato da un ampio spettro di
mutazioni a carico di geni comunemente alterati nelle LMA come
IDH1, IDH2, DNMT3A e FLT3, fattori di trascrizione come
RUNXI, ETV6, GATA3 e IKZF1, modulatori epigenetici come
EZH2, EED, SUZ12, SETD2 e EP300, geni delle vie del segnale
JAK/STAT e RAS ©. Mutazioni di NOTCHI e delezioni a carico di
CDKN2A/2B si riscontrano, invece, meno frequentemente.
Recentemente, Maude et al. hanno dimostrato che le cellule di pazienti
con LAL-ETP presentano una attivazione aberrante della via del segnale
di JAK/STAT che ¢ indipendente dalla presenza di mutazioni .
Hanno, inoltre, documentato 'efficacia del ruxolitinib nel ridurre la
massa leucemica di xenograft provenienti da campioni di LAL-ETP.
Alla luce di questi risultati, gli inibitori della via del segnale di
JAK/STAT e RAS potrebbero rappresentare delle interessanti opzioni
terapeutiche, oltre che per le LAL-B BCR-ABLI1-negative gia discusse,

anche per specifici sottogruppi di LAL-T.

Potenziali farmaci bersaglio

Lidentificazione delle lesioni genetiche e I'alterazione di specifiche vie
del segnale hanno portato allo sviluppo di terapie mirate.

Tra i farmaci entrati in studi clinici o in uso in altre patologie ricor-
diamo quelli che hanno come bersaglio NOTCHI, le vie di attiva-
zione PI3K/PTEN/AKT/mTOR e JAK/STAT; e gli inibitori di ABL1
(Tabella 6).

CATEGORIA GENI IMPLICATI FARMACI

Mutazioni a carico di NOTCH1 NOTCH1 Inibitori delle Y-secretasi

Deregolazione della JAK1/2/3 Inibitori di JAK

via di segnalazione JAK/STAT IL7R Inibitori mTOR (i.e. rapamicina)
PTPRC
PTPN2

Deregolazione della via di segnalazione PTEN Inibitori mTOR (i.e. rapamicina)

di PI3K/PTEN/AKT/mTOR N/K-RAS Inibitori duplici PI3K/mTOR, (i.e. BEZ235)
AKT Inibitore allosterico di MEK1/2 (i.e. selumetinib)
PI3K

Alterazioni a carico di chinasi NUP214-ABL1 TKI
EML1-ABL1
BCR-ABL1

Abbreviazioni: TKI, Inibitore di tirosin chinasi.

Tabella 6 — Potenziali farmaci bersaglio nelle LAL-T.




Inibitori di NOTCH1

Lelevata frequenza delle mutazioni a carico di NOTCH1 ed il loro
ruolo nella patogenesi delle LAL-T ha portato allo sviluppo di nume-
rosi farmaci diretti contro questa proteina. Gli inibitori delle y-secretasi
(GSI), gia in uso nei pazienti affetti da Alzheimer, assumibili per via
orale ed in grado di attraversare la barriera ematoencefalica, sono stati
i primi farmaci sperimentati. Sono state sviluppate diverse molecole
in grado di bloccare il clivaggio del recettore ed il conseguente rilascio
della porzione intracellulare con attivita trascrizionale (ICN1). Nono-
stante i dati promettenti in linee di LAL-T con mutazioni di
NOTCHLI, il primo studio clinico ha mostrato limitata efficacia do-
vuta, presumibilmente, alla complessita della via dii NOTCH1 %110,
Infatti, poiché NOTCH1 interagisce con altri mediatori intracellulari
tra cui MYC e PTEN, lefficacia dei GSI pud essere ridotta qualora

921 Tnoltre, la somministrazione

siano presenti lesioni di questi geni ¢
dei GSI ¢ gravata da un'importante tossicita gastrointestinale - soste-
nuta dall'inibizione di NOTCH1 ¢ NOTCH2 a livello intestinale
(L2~ che rende infattibile la somministrazione continua del farmaco.
Studi pre-clinici su linee cellulari ¢ in modelli murini hanno dimo-
strato che I'aggiunta del desametasone puo attenuare la tossicita a li-

119 Sono stati,

vello gastrointestinale e potenziare l'attivita dei GSI
inoltre, sintetizzati anticorpi diretti contro il ligando o contro specifi-
che porzioni della proteina. Lanticorpo anti-DLL4 lega il ligando
Notch-Delta-Like 4 (Ab-anti DLL4) prevenendo il legame con
NOTCHI. Sebbene induca una regressione del tumore, studi pre-cli-
nici hanno dimostrato anche in questo caso una tossicita epatica inac-
cettabile e lo sviluppo di tumori endoteliali nei topi esposti a
somministrazioni prolungate 1", Gli anticorpi diretti contro la re-
gione regolatoria negativa (NRR) prevengono invece I'attivazione del
recettore, sono in grado di ridurre la crescita cellulare in linee di LAL-

T e nel modello murino "7, Inoltre, l'inibizione selettiva di

NOTCH1 0 NOTCH?2 ad opera di anticorpi isoforma-specifici (anti-
NRRI ed anti-NRR2) non ¢ gravata dalla tossicita descritta dei GSI.
Sono disponibili anche anticorpi in grado di legare le proteine del
complesso delle secretasi come la nicastrina. LA5226A ¢ un anticorpo
che lega la porzione extracellulare della nicastrina ed inibisce il com-
plesso enzimatico competendo nel legame con il substrato. Nella linea
cellulare DND41, A5226A ha provocato solo un lieve decremento di
ICN1, ma nel topo ¢ stata osservata un'importante riduzione della

119 Infine, sono in via di sperimentazione molecole

massa tumorale ¢
in grado di inibire la maturazione ed il trasporto del recettore dal re-
ticolo endoplasmatico e dal sistema del Golgi alla membrana "\ Studi
in vitro hanno evidenziato che la somministrazione di thapsigargin,
un inibitore della Ca-ATPasi del sarcoplasma e reticolo endoplasma-
tico (SERCA), comporta una riduzione dell’espressione di geni regolati
da NOTCHI ed un accumulo del recettore immaturo nel reticolo
endoplasmatico '?. La via di NOTCHI e i relativi farmaci bersaglio

sono schematizzati nella Figura 8.

Inibitori della via PI3K/PTEN/AKT/mTOR

Linteresse nel testare farmaci specifici per questa via nasce dall'impatto
prognostico sfavorevole delle lesioni a carico di PTEN, in particolar
modo nell'adulto ®*1**122), Un approccio terapeutico ¢ rappresentato
dagli inibitori di mTOR. E stato dimostrato che la rapamicina, inibi-
tore di TORC, sensibilizza le cellule al desametasone e induce sensi-
bilicx ai glucocorticoidi nelle cellule resistent "%, Studi in topi privad
del gene PTEN hanno mostrato un effetto sinergico trai GSI e la ra-
pamicina nel sopprimere la crescita cellulare "2, Alla luce di questi
risultati, sono stati sintetizzati diversi derivati della rapamicina, con
migliore biodisponibilita ed efficacia. Tuttavia, I'inibizione prolungata
di TORCI provoca un effetto citostatico e l'attivazione di vie alterna-
tive, limitando l'utilizzo di questi farmaci come agenti singoli '».

E stato, altresl, descritto un effetto sinergico tra la rapamicina ed i suoi
derivati e vari chemioterapici come idarubicina, doxorubicina e desa-
metasone "% pertanto, diversi studi clinici stanno valutando lefficacia
dell’associazione dei derivati della rapamicina alla chemioterapia.
In particolare, everolimus (RAD001) ¢ stato associato a chemioterapia
di re-induzione in bambini con LAL in recidiva in uno studio di fase
I (CT.gov: NCT 01523977). Inoltre, si ¢ recentemente concluso un
secondo studio di fase I, volto a valutare I'efficacia del temsirolimus
(CCI-779) in bambini affetti da LAL in recidiva; i risultati non sono
ancora noti (CT.gov:NCT01403415). Poiché I'attivazione costitutiva
di PI3K ¢ frequente nella LAL-T, gli inibitori della via potrebbero rap-
presentare un'altra valida opzione terapeutica. Come gia accennato,
sono in corso due studi clinici volti a valutare I'efficacia del BEZ235
e NVP-BKM120 (inibitore universale di PI3K) in pazienti con LAL
o LMA refrattaria o recidivata (CT.gov:NCT01756118 e CT.gov:
NCT01396499, rispettivamente).

Inibitori della via JAK/STAT

Come gia descritto, il ruxolitinib ha mostrato efficacia nel ridurre la
proliferazione di cellule aventi mutazioni di JAK1 e IL7R. Studi in
vitro hanno inoltre documentato I'efficacia del ruxolitinib nei con-
fronti di cellule con delezioni o mutazioni a carico di PTPRC, un
gene che codifica per il CD45, una fosfatasi che regola I'attivazione
di JAK1 102127 A] contrario, le mutazioni di JAK3 presentano una
diversa sensibilita agli inibitori della famiglia JAK. Infatd, il ruxoli-
tinib induce inibizione della proliferazione cellulare in presenza di
mutazioni del dominio pseudochinasico, ma ¢ inefficace in presenza
di mutazioni del dominio chinasico 1% 11 tofacitinib inibisce spe-
cificamente JAK3 ed ¢ gid in uso per il trattamento di malattie au-
toimmuni; gli studi di Degryse e Losdyck su modelli murini hanno
mostrato che ¢ in grado di inibire la proliferazione di cellule JAK3
mutate e di indurre una regressione della massa tumorale 2512,

E tuttavia opportuno tener presente che gli inibitori della famiglia
JAK sono inefficaci in presenza di mutazioni a carico di STAT5B,
che si trova a valle della cascata del segnale: in questo contesto, il na-

vitoclax (ABT-263), un farmaco anti-BCL2, ¢ in grado di inibirne
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Figura 8 — Schematizzazione della via di segnalazione di NOTCHI e farmaci inibitori. NOTCHI ¢ clivato da una furina (clivaggio S1) nel Golgi, quindi viene espresso
sulla membrana cellulare. In condizioni fisiologiche, in seguito al legame con il ligando, NOTCHI va incontro a due clivaggi proteolitici. Lenzima TACE, una proteasi della
famiglia ADAM, ¢ responsabile del primo clivaggio (S2) che avviene nella porzione extracellulare dii NOTCH], vicino al dominio transmembrana. Il secondo clivaggio (S3)
avviene invece nel dominio transmembrana ed ¢ mediato dal complesso delle Y-secretasi composto da 4 proteine: presenilina (PS1/2), nicastrina (NCT), APH-1, ¢ PEN-2.
1] dominio intracellulare (ICN1) libero migra nel nucleo dove lega MALM1 e CSL convertendolo da repressore ad attivatore della trascrizione. In rosso sono indicati i diversi

approcci terapeutici per inibire NOTCH1 @7,

la proliferazione cellulare. Attualmente, sono in corso due studi di
fase I volti a valutare l'efficacia di due diversi farmaci anti-BCL2 -
rispettivamente obatoclax (GX15-070, CT.gov:NCT00933985) e
oblimersen (Genasense, CT.gov:NCT00060112) - in pazienti con
varie malattie ematologiche tra cui la LAL in recidiva.

Infine, ¢ stato descritto che nello stesso paziente possono essere pre-
senti pitt lesioni nello stesso gene o in geni differenti della cascata di
trasduzione, amplificandone il segnale **%*1%). La presenza di pit
alterazioni nella via del segnale pud provocare resistenza all’inibitore
che pud essere parzialmente superata attraverso un aumento della
dose. La combinazione di piti inibitori potrebbe rappresentare una
valida alternativa terapeutica soprattutto in questi casi.

Inibitori di ABL1

Considerando I'efficacia dei TKI nei confronti dei pazienti Ph+, questi
inibitori potrebbero rappresentare un'opzione terapeutica per i pazienti
affetti da LAL-T con riarrangiamenti di ABL1. E stato dimostrato che
il dasatinib ¢ in grado di inibire la proliferazione di linee cellulari

NUP214-ABL1 + e di indurre una riduzione della massa tumorale nel
modello murino. E stato, inoltre, riportato che I'imatinib inibisce la
proliferazione di cellule EML1-ABL1 + 130),

Altri approcci terapeutici

Terapie con AcMo

Oltre ai farmaci bersaglio menzionati nelle precedenti sezioni, gli
AcMo stanno trovando applicazione nel trattamento della LAL.
Tra questi 'anticorpo bi-specifico blinatumomab, I'inotuzumab ozo-
gamicina, il rituximab, e pili recentemente, le CAR-T - basate su un
concetto immunoterapico - stanno fornendo risultati promettenti.
Blinatumomab

Il blinatumomab (AMG 103) appartiene a una famiglia di anticorpi
bi-specifici, chiamati BITE® (Bispecific T-cell Engager); deriva dalla
fusione di due regioni variabili presenti in due anticorpi monoclonali

a singola catena, diretti contro il CD19 ed il CD3, e legati da una




catena a cinque amminoacidi non immunogenica. Lanticorpo si
lega da una parte, tramite il CD3, alle cellule T, che vengono attivate,
e dall’altra alle cellule B che esprimono il CD19, inducendo una ci-
totossicitd perforino-mediata. Lantigene CD19 ¢ espresso sulle cel-
lule neoplastiche (mature e immature) della linea linfoide B ed attiva
numerose vie del segnale (SYK, PI3K, e PLCG2), stimolando la fun-
zione e il differenziamento delle cellule B normali, promuovendo la
leucemogenesi e la capacita di auto-rinnovamento delle cellule neo-
plastiche 131139,

[ primi studi riguardanti ['utilizzo di blinatumomab nell'uvomo sono
stati eseguiti su pazienti con linfoma non-Hodgkin (LNH) refrattari
o recidivati, in particolare linfoma indolente, mantellare e a grandi
cellule B. In considerazione dei buoni risultati ottenuti nei LNH, il
blinatumomab ¢ stato anche testato nei pazienti con LAL-B. Topp
et al. hanno riportato I'esperienza di uno studio di fase I in pazienti
con MMR persistente o in incremento *#1*9. 11 blinatumomab in
infusione endovena continua per 4 settimane alla dose di 15 pg/m*/d
seguito da 2 settimane di pausa, ha indotto una negativizzazione
della MMR nell’80% dei pazienti entro 4 cicli - la maggior parte dei
quali dopo il primo ciclo - e una DES a 33 mesi del 61%. Il gruppo
tedesco ha valutato l'efficacia del blinatumomab con uno studio di
fase I anche in pazienti con LAL-B refrattari o recidivati ottenendo
il 43% di risposte (33% di risposte ematologiche complete e 10%
di risposte ematologiche incomplete) 1%

Infine, ¢ stato da poco terminato I'arruolamento ad uno studio di
fase I1I randomizzato, volto a paragonare I'efficacia del blinatumo-
mab verso la chemioterapia in pazienti LAL-B refrattari o recidivati
(CT.gov:NCT02013167). Lo stesso farmaco ¢ stato testato in pa-
zienti affetti da LAL-B Ph+ refrattari o recidivati (CT.gov:NCT02
000427) 139,

Gli effetti collaterali che si osservano durante l'infusione di blinatu-
momab possono essere diversi; tra questi la sindrome da rilascio di
citochine (cytokine release syndrome, CRS), in genere caratterizzata
da febbre, brividi, ipotensione e dispnea, ¢ dovuta alla rapida elimi-
nazione delle cellule B da parte delle cellule T citotossiche durante
le fasi iniziali del trattamento (una premedicazione con steroidi pud
ridurre la sintomatologia). In gran parte dei pazienti ¢ possibile no-
tare una leucopenia ed una ipogammaglobulinemia, con conse-
guente aumento del rischio di infezioni, probabilmente causate dalla
deplezione delle cellule B e la ridistribuzione ed attivazione delle cel-
lule T. Inoltre, nel 15-20% dei pazienti sono stati riportati effetti sul
SNC, come encefalopatia, atassia, tremori, convulsioni, disorienta-
mento, confusione e disturbi del linguaggio.

Tali sintomi possono essere anche gravi (grado 3 o 4), ma per lo pit
reversibili con la sospensione temporanea del farmaco. Alla luce dei
risultati ottenuti nei vari studi sopra riportati, il blinatumomab sembra
offrire una terapia assai efficace per tutti i pazienti affetti da LAL-B,

anche Ph+ ™9, sia per i casi recidivati/refrattari, che per quelli con

MMR persistente, qualificandosi quindi come uno dei farmaci pitt
promettenti per la cura delle LAL-B. Data la capacita del blinatu-
momab di determinare una rapida clearance tumorale ¢ la non-cross
reattivita con la chemioterapia, questo agente puo essere considerato
un’ottima terapia ponte per tutti quei pazienti candidati ad un allo-
TMO. Inoltre, vista la buona tollerabilita di questo farmaco, anche
pazienti anziani o comunque non eleggibili a terapie intensive o allo-
TMO potranno beneficiare del suo utilizzo. Data I'elevata efficacia
di questo farmaco, nel prossimo futuro ¢ probabile che il blinatu-
momab verrd incorporato nel trattamento di pazienti con LAL
CD19+ in prima linea.

Inotuzumab ozogamicina

In oltre '80% dei casi, i linfoblasti B esprimono 'antigene CD22;
pertanto sono stati avviati nuovi studi con anticorpi diretti contro
questo antigene. Recentemente 'anticorpo anti-CD22 inotuzumab
ozogamicina (CMC-544) ¢ stato utilizzato con buoni risultati nei
pazienti con LAL B refrattaria/recidivata. Tale molecola ¢ legata alla
caliceamicina, che provoca una rottura del DNA causando I'apoptosi
cellulare. Linotuzumab ozogamicina viene legato ad alta affinita
dalle cellule CD22+, rapidamente internalizzato, determinando il
rilascio della caliceamicina all'interno di esse.

Il suo utilizzo in linfomi aggressivi e indolenti ha mostrato buoni ri-
sultati con tossicita epatica transitoria e trombocitopenia %1%, Un
recente studio di fase II ha dimostrato un tasso di risposta globale
del 58% con una OS di 6,3 mesi 0. La maggior parte dei pa-
zienti rispondenti ha ottenuto una risposta, anche in termini di era-
dicazione della MMR, entro i primi due cicli. Sebbene questi
risultati siano estremamente promettenti, ¢ opportuno sottolineare
che la risposta ottenuta non sembra essere duratura, indicando
quindi che tale farmaco dovrebbe essere utilizzato come ponte ad
un successivo allo-TMO. Gli eventi avversi pilt comuni sono neu-
tropenia, piastrinopenia, rialzo degli indici di funzionaliti epatica,
febbre e ipotensione, ma prevalentemente di grado 1-2 e reversibili.
Molti dei pazienti trattati, probabilmente anche per la minor tossi-
cita del farmaco rispetto ad una chemioterapia standard, sono risul-
tati successivamente eleggibili per un allo-TMO.

Rituximab

Lantigene di superficie CD20 ¢ riscontrabile nel 30-50% dei pre-

132 1] rituximab & un AcMo chimerico, che ha trovato il

cursori B ¢
suo maggiore impiego nel trattamento dei LNH; come descritto pre-
cedentemente, la sua aggiunta nel trattamento delle LAL-B mature
ha ulteriormente migliorato la prognosi di questo sottogruppo 1417
Pil1 in generale, il rituximab ha trovato impiego anche negli altri
sottogruppi di LAL-B CD20-positive.

Uno studio dellMD Anderson Cancer Center ha dimostrato l'effi-
cacia dell'aggiunta del rituximab: nei pazienti adolescenti e giovani
adulti (eth =60 anni) CD20-positivi con LAL-B de novo trattati

con rituximab in associazione alla chemioterapia la sopravvivenza




globale (OS) a 3 anni ¢ stata significativamente superiore rispetto
ai pazienti che hanno ricevuto solo la chemioterapia (75% vs 47%,
p=0,003). Inoltre, la percentuale di casi che hanno ottenuto la ne-
gativizzazione della MMR - valutata con la citometria a flusso - ¢
risultata piti elevata nell'ambito dei pazient CD20-positivi trattati
con la terapia di associazione rispetto ai casi che hanno ricevuto
solo la chemioterapia (81% vs 58%, p=0,02) V. Tuttavia, nei pa-
zienti anziani non si ¢ registrato un miglioramento dellOS a 3
anni, in parte a causa dei decessi in remissione completa dovuti
soprattutto ad infezioni.

In maniera simile, il GRALL (CT.gov:NCT00327678) 42 ha re-
centemente dimostrato - nell'ambito di uno studio randomizzato
che paragonava la combinazione immunochemioterapica vs la sola
chemioterapia - che I'aggiunta del rituximab durante tutto I'iter
terapeutico in pazienti con eta compresa tra 18 ¢ 59 anni ¢ in grado
di incrementare il tasso di casi che effettuano allo-TMO, miglio-
rare la sopravvivenza libera da eventi (EES) (65% vs 52%,
p=0,038) e 'OS a2 anni, quest ultima solo censorizzando per allo-

TMO (74% vs 63%, p=0,018).
Terapie basate su cellule CAR-T

I recente utilizzo di linfociti T ingegnerizzati con recettori diretti
contro antigeni tumorali rappresenta un approccio nuovo e parti-
colarmente promettente per la capacita di generare rapidamente
un elevato numero di linfociti tumore-specifici 14,
In alternativa al fisiologico TCR, il linfocita T pud essere ingegne-
rizzato, mediante vettori oncoretrovirali o lentivirali, con recettori
chimerici per I'antigene (CAR), costituiti da un dominio di rico-
noscimento antigenico fuso a domini di trasduzione del segnale
derivati dal complesso TCR. Questo tipo di struttura combina la
specificita del riconoscimento anticorpale MHC-indipendente con
le potenzialita anti-tumorali dei linfociti T, permettendo cosi il
possibile trasferimento al linfocita T sostanzialmente di qualsiasi
specificita antigenica. Questi linfociti CAR, definiti di prima ge-
nerazione, hanno presentato un’'importante capacita di riconosci-
mento della neoplasia i vitro, associata perd ad una limitata
attivitd antitumorale iz vivo. Lo sviluppo di linfociti CAR di se-
conda generazione, che ha previsto I'aggiunta alla porzione intra-
cellulare di domini costimolatori, si ¢ tradotto nella generazione
di cellule che presentano una maggiore capacita di produzione di
citochine e di espansione. Recentemente, la combinazione di do-
mini multipli di segnale ha permesso lo sviluppo di CAR di terza
generazione ad attivita ulteriormente incrementata. Lutilizzo dei
linfociti CAR in protocolli di immunoterapia presenta numerosi
vantaggi:

* la possibilita di utilizzare linfociti autologhi derivati dal paziente,
che grazie a questa tecnologia acquisiscono la capacita di rico-
noscere antigeni di superficie espressi dalle cellule neoplastiche
del paziente stesso;
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* la capacita di riconoscimento dell’antigene secondo una moda-
lita HLA-indipendente;
* un’applicabilitd estesa a larghe coorti di pazienti.
Nel contesto dei pazienti affetti da LAL, sono riportati in lettera-
tura alcuni studi clinici che utilizzano linfociti modificati geneti-
camente con un recettore chimerico specifico per 'antigene CD19.
Tali esperienze sono state maturate sia nel contesto autologo che
dopo allo-TMO con I'infusione di linfociti ingegnerizzati di deri-
vazione del donatore 14419,
I risultati finora ottenuti sono estremamente promettenti, tanto in
casistiche pediatriche che in coorti comprendenti pazienti adulti.
I tassi di RC, che variano dal 50% al 90% a seconda della popola-
zione e dello stato di malattia, documentano lo sviluppo di un’at-
tivitd tumorale anche in gruppi di pazienti altamente resistenti ai
trattamenti convenzionali o recidivati dopo allo-TMO. Inoltre si
stanno sperimentando nuovi CAR-T contro altri antigeni, come
ad esempio il CD22.
E doveroso sottolineare che tutti gli studi, indipendentemente dal
contesto in cui sono stati condotti e dai dosaggi di linfociti CAR,
riportano un’elevata incidenza di importanti effetti collaterali, ca-
ratterizzati dalla possibile comparsa della CRS, da linfocitopenie
B prolungate e da sindromi da anafilassi, che richiedono la dispo-
nibilita di un'unita di terapia intensiva; il miglioramento delle co-
noscenze dei meccanismi sottostanti la CRS e 'impiego di farmaci
come tocilizumab, un AcMo diretto verso 'ILGR, potra permettere
un maggiore impiego dei CAR-T.

Conclusioni e prospettive future

In conclusione, la gestione delle LAL nel corso delle ultime due de-
cadi ¢ nettamente migliorata, portando a tassi di guarigione in oltre
I'80% nelle casistiche pediatriche.

Sebbene negli adulti i risultati siano assai pili insoddisfacenti, il ri-
conoscimento di sottogruppi specifici sta portando ad una gestione
pilt accurata e mirata dei pazienti. Nelle LAL Ph+, Iintroduzione
dei TKI ha completamente rivoluzionato la terapia e la prognosi di
questi pazienti. E auspicabile che in un futuro assai prossimo, la
combinazione dei TKI con approcci immunoterapici possa abro-
gare - almeno in una frazione di casi - la necessita del trapianto al-
logenico, che a tutt'oggi rappresenta I'unico approccio curativo ma
che & spesso gravato da tassi variabili di morbidita e mortalita. In
maniera simile, i TKI potrebbero trovare largo impiego anche nei
pazienti BCR-ABL1-/ike.

Infine, il progressivo riconoscimento di lesioni specifiche e target-
tabili in altri sottogruppi di LAL B e T, e lo sviluppo di farmaci
intelligenti, cosi come I'impiego degli AcMo - molti dei quali gia
utilizzad in sperimentazioni cliniche - rappresentano il requisito
indispensabile per migliorare ulteriormente la prognosi di questi
pazienti e rendere questa patologia piu curabile.
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Hairy cell leukemia

Brunangelo Falini, Enrico Tiacei

Dipartimento di Medicina, Sezione di Ematologia e Immunologia Clinica, Universitis degli Studi di Perugia

Introduzione

La hairy cell lewkemia (HCL, leucemia a cellule capellute) & un raro
disordine linfoproliferativo cronico a derivazione dai linfociti B ma-
turi che colpisce per lo pili soggetti di sesso maschile (rapporto
M/F=4:1), di eta adulta/avanzata (eta mediana: 50-55 anni) e che,
nella classificazione WHO dei tumori linfo-emopoietici, viene con-
siderata come una entita clinico-patologica ben distinta .

Dal punto di vista laboratoristico, il paziente con HCL si presenta
di solito con un quadro di pancitopenia associata a marcata mono-
citopenia e alla presenza in circolo di una bassa percentuale di cellule
leucemiche a morfologia capelluta 2.

Anche dal punto di vista clinico, THCL ¢ molto peculiare dal mo-
mento che in circa I'85% dei casi il quadro anatomo-clinico ¢ do-
minato dai segni e sintomi di una marcata epato-splenomegalia in
assenza di significative linfadenomegalie *-?. Tale quadro di presen-
tazione clinico-laboratoristico riflette la particolare predilezione delle
cellule leucemiche a infiltrare la milza, il fegato e il midollo osseo,
risparmiando solitamente i linfonodi. La diagnosi di HCL si basa
sul riscontro nel sangue periferico e/o midollare di cellule leucemiche
con la tipica morfologia capelluta e nella biopsia osteomidollare del
caratteristico quadro di infiltrazione ad uovo fritto (fried-egg) ©.

La diagnosi ¢ poi confermata dal riscontro al citofluorimetro ¢/o
nella biopsia osteomidollare della co-expressione degli antigeni B
linfoidi (CD20 and CD22) con le molecole CD11¢, CD25, CD103
e annessina Al V. CHCL risponde in maniera ottimale al tratta-
mento con analoghi purinici (cladribina o pentostatina) che indu-
cono remissioni ematologiche complete, anche di lunga durata, in
circa I'85% dei pazienti .

Sebbene, a partire dalla sua prima descrizione nel 1958 ¥, siano stati
fatti degli incredibili passi in avanti sia nella definizione delle carat-
teristiche biologiche e cliniche dell’HCL che del suo trattamento,
I'alterazione genetica causale di questa malattia ¢ rimasta un enigma
per oltre mezzo secolo. Molteplici sono le ragioni che, nel corso degli
anni, hanno ostacolato la caratterizzazione del genoma dellHCL ©.
Innanzitutto per la scarsita del materiale disponibile per le analisi

molecolari, legata al fatto che il paziente di solito si presenta con una
pancitopenia ¢ una bassa percentuale di cellule leucemiche circolanti,
e poi anche perché il tentativo di aspirare il midollo spesso si traduce
in una punctio sicca. Infine, la milza & raramente utilizzabile come
fonte di cellule per studi funzionali e molecolari dal momento che,
nellera della terapia con analoghi delle purine, lintervento di sple-
nectomia ¢ effettuato solo in particolari circostanze. Altri fattori che
hanno ostacolato lo studio del genoma del’HCL sono stati il basso
indice proliferativo delle cellule leucemiche, la loro incapacita a cre-
scere in modelli di topi immunodeficienti e I'assenza di autentiche
linee cellulari di HCL ©.

Gli studi di FISH/citogenetica sono stati tradizionalmente difficili
da effettuare nellHCL a causa dell’incapacita a ottenere un numero
appropriato di cellule in metafase da analizzare. Questo problema
pud essere risolto inducendo la proliferazione delle cellule leucemi-
che capellute con anticorpi monoclonali anti-CD40. Questa strate-
gia ha permesso di ottenere una mappa citogenetica in 42/43
pazienti con HCL e di dimostrare la presenza di anormalita clonali
nel 19% dei casi (principalmente alterazioni numeriche e strutturali
dei cromosomi 5, 7 e 14)?.

Daltro canto, gli studi di high-density DNA profiling hanno di-
mostrato che il genoma del’HCL ¢ molto piti stabile di quello di
altri disordini linfoproliferativi cronici come la leucemia linfatica
cronica-B (B-LLC) ®?). Gli studi dei profili globali di espressione
genica ©!'” e di microRNA " hanno fornito importanti informa-
zioni sull’origine del’HCL (probabile derivazione da un linfocita B
della memoria) e su alcune proprieta funzionali delle cellule leuce-
miche capellute '?, quali la predilezione a coinvolgere determinati
siti anatomici, la presenza di estroflessioni villose sulla superficie cel-
lulare e la fibrosi midollare ®¥. Tuttavia, la svolta nella caratterizza-
zione molecolare dell’HCL ¢ venuta dagli studi di sequenziamento
globale del genoma. Utilizzando questa tecnologia, il nostro Gruppo
¢ riuscito nel 2011 ad identificare la mutazione BRAF V60OE come

I'evento genetico causale dellHCL .




Mutazione BRAF V60OE

Mutazioni puntiformi dell'oncogene BRAF furono per la prima
volta identificate nel 2002 in vari tumori umani ', con maggiore
frequenza nel melanoma e nel carcinoma papillifero della tiroide
(40-50% dei casi), e dimostrate indurre una attivazione costitutiva
della via del segnale RAS-RAF-MAPK 9.

In generale, la mutazione pilt comune ¢ denominata BRAF V600E
dal momento che la sostituzione di una timina con una adenina in
posizione 1799 dell’esone 15 di BRAF determina nella proteina cor-
rispondente il cambiamento dell’aminoacido in posizione 600 da
valina ad acido glutammico. A differenza di quanto si osserva in altri
tumori umani che possono presentare mutazioni diverse da BRAF
VG600E (per esempio V600K and V60OR nel melanoma), tale eve-
nienza ¢ estremamente rara nell' HCL.

Di fatto, tra le centinaia di casi di HCL finora sequenziali da molti
gruppi nel mondo, se ne contano soltanto due con mutazioni coin-
volgenti I'esone 11 (F468C and D449E) ! e laltissima frequenza
della mutazione BRAF-VG600E (>97% dei casi) ¢ stata sempre con-
fermata. Un solo gruppo "® ha riportato una frequenza piti bassa
(79%) nella propria casistica di 53 pazienti affetti da bona fide HCL,
ma 5 degli 11 casi negativi sono risultati esprimere un particolare
riarrangiamento immunoglobulinico IGHV4-34) in genere assente
nella HCL.

E degno di nota il fatto che, nell’ ambito delle neoplasie a derivazione
B linfoide, 'HCL rappresenta I'unica condizione patologica che ri-
conosce, come evento genetico causale, la mutazione puntiforme di
una chinasi (la proteina BRAF) ™. Il ruolo chiave giocato da BRAF
VG00E nella patogenesi del’HCL ¢ sostenuto da varie osservazioni.
In primo luogo, la mutazione ¢ riscontrabile nella quasi totalita dei
casi di HCL, indipendentemente dal quadro clinico di presentazione
(presenza o meno di splenomegalia, casi con pancitopenia o leuco-
citosi, etc.) 9.

Questo elevatissimo tasso di ricorrenza della mutazione richiama
quello che si osserva in altre emopatie maligne a etiopatogenesi mo-
nogenica come la leucemia acuta promielocitica e la leucemia mie-
loide cronica. In secondo luogo, la mutazione BRAF V6OOE si ¢
rivelata estremamente stabile nel tempo, essendo sempre evidenzia-
bile alla recidiva di malattia, anche dopo decadi dalla diagnosi iniziale
e dopo molte linee di trattamento.

Inoltre, la mutazione ¢ presente nella totalita delle cellule neoplasti-
che, come chiaramente documentato dall’analisi dei dati di sequen-
ziamento (frequenza delle varianti alleliche) e di immunoistochimica
con l'anticorpo monoclonale anti-BRAF VG00E 7.

Infine, nell’ambito delle neoplasie linfoidi, la mutazione BRAF V
600E ¢ molto specifica per THCL %2V,

Gli studi molecolari hanno contribuito anche a meglio definire I'ori-
gine dell’HCL. Era da tempo risaputo che 'THCL deriva dalla trasfor-

mazione di un linfocita B della memoria *?. Piti recentemente, & stato

tuttavia dimostrato che in pazienti con HCL la mutazione BRAF
VG00E ¢ riscontrabile anche in cellule emopoietiche staminali o pro-
genitrici B-linfoidi, senza perd che in esse si sviluppi appieno il feno-
tipo tricoleucemico 2.

Non ¢ chiaro se quest'ultimo richieda un contesto epigenetico per-
missivo presente solo in un particolare stadio di differenziazione cel-
lulare /o 'accumulo di ulteriori lesioni a carico di altri geni, per
esempio sono state recentemente descritte nella HCL mutazioni inat-

tivanti di CDKN1B/p27 in circa il 16% dei casi @

Patogenesi molecolare

La proteina chinasica BRAF ¢ codificata dal proto-oncogene BRAF
che ¢ localizzato nel cromosoma 7 a livello della banda 7q24. BRAF
¢ un componente fondamentale della via del segnale RAS-RAF-
MEK-ERK che, in condizioni fisiologiche, si attiva a seguito del le-
game di una varieta di recettori tirosino-chinasici con il proprio
ligando ® (Figura 1). Questa interazione determina l'attivazione di
RAS che, a sua volta, causa il sequestro della proteina BRAF a livello
della porzione interna della membrana cellulare e la sua fosforila-
zione a livello della treonina in posizione 599 e della serina in posi-
zione 602 ®. Attraverso un meccanismo a cascata, BRAF fosforilato
porta all’attivazione (fosforilazione) delle chinasi MEK1 e MEK2 @4
che, a loro volta, causano 'attivazione (fosforilazione) delle chinasi
ERK1 e ERK2 (Figura 1). Lattivazione di ERK determina la sua
migrazione dal citoplasma al nucleo dove esso causa la fosforilazione
di altre molecole, tra cui AP-1 ¢ NFAT; che a loro volta inducono la
trascrizione di numerosi geni bersaglio che promuovono la prolife-
razione e la sopravvivenza cellulare ®%9 (Figura 1).
Le mutazioni di BRAF (specialmente BRAF V600E) determinano
una attivazione costitutiva della via del segnale RAS-RAF-MEK-
ERK. Questo continuo stimolo alla proliferazione determina un
vantaggio di sopravvivenza che alla fine conduce alla trasformazione
neoplastica 9. Lattivazione della via del segnale RAS-RAF-MEK,
ERK che ¢ operativo in vari tumori solidi con mutazioni di BRAF
(per esempio il melanoma), sembra svolgere un ruolo chiave anche
nella patogenesi molecolare del’HCL, come dimostrato dalle se-
guenti evidenze:

*  le cellule leucemiche capellute mostrano, sia alle indagini di We-

stern blotting ¥ che di immunoistochimica®”, una intensa fo-

sforilazione delle chinasi MEK ed ERK;

o lesposizione in vitro e in vivo delle cellule leucemiche capellute ad
inibitori specifici di BRAF (vemurafenib, dabrafenib) (Figura 1)
causa una defosforilazione di MEK ed ERK (427.29),

e [attivazione costitutiva della via del segnale RAS-RAF-MEK-
ERK ¢ compatibile con I'espressione da parte delle cellule leu-
cemiche capellute delle molecole CD11c @ ¢ ciclina D1 8%V e

con la loro negativita per il regolatore del ciclo cellulare p27 %39,
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Figura 5 — The RTK-RAS-RAF-MEK-ERK pathway: La mutazione puntiforme
V6OOE, colpendo la chinasi BRAE ne causa l'attivazione costitutiva, svincolandola
dalla fisiologica regolazione a monte esercitata, attraverso l'attivazione di RAS, dai
recettori tirosino-chinasici (RTK) di membrana una volta ingaggiati dai rispettivi
ligandi. La conseguente deregolata fosforilazione di MEK1/2 (fosfo-MEK) da parte
di BRAF-V60OE e di ERK1/2 (fosfo-ERK) da parte di fosfo-MEK trasduce nel nu-
cleo continui segnali di sopravvivenza e proliferazione che esitano nella trasforma-
zione neoplastica. Tale fosforilazione puo essere bloccata da inibitori farmacologici
clinicamente disponibili di BRAF (vemurafenib e dabrafenib) e MEK (trametinib

e cobimetinib).

Hairy cell leukemia

Diagnosi immunofenotipica
e molecolare

Marcatori immunologici

Solitamente, il sospetto diagnostico di HCL viene confermato me-
diante studi citofluorimetrici che dimostrano il tipico immunofe-
notipo, caratterizzato dalla positivita per antigeni B linfoidi (per es.,
CD20 e CD22) e dalla co-espressione delle molecole CD11¢, CD25
e CD103. Grazie alla disponibilita di nuovi anticorpi monoclonali
diretti contro antigeni resistenti ai fissativi degli antigeni CD11c,
CD25eCD103 ¥, ¢ oggi possibile dimostrare il tipico quadro im-
munofenotipico dell’HCL anche su sezioni istologiche di biopsie
osteomidollari fissate/decalcificate ed incluse in paraffina.

Un altro marcatore importante applicabile allo studio delle biopsie
osteomidollari & I'annessina A1 ©9. Nell'ambito dei linfomi a cellule
B, questo marcatore ¢ specifico per la leucemia a cellule capellute ed
¢ pertanto particolarmente utile nella diagnostica differenziale tra
HCL e linfomi che morfologicamente possono simulare "HCL (co-
sidetti HCL-like disorders).

Va comunque ricordato che I'annessina Al non ¢ un buon marcatore
per il monitoraggio della malattia minima residua dal momento che
questa molecola ¢ espressa anche da cellule mieloidi, da macrofagi e
da una sottopopolazione di cellule linfoidi T ®**%. In queste circo-
stanze, ¢ molto pil affidabile I'impiego di tecniche molecolari.

Marcatori molecolari

La ricerca della mutazione BRAF V60OE rappresenta un test molto
specifico e sensibile per la diagnosi dii HCL. La mutazione puo essere
dimostrata con facilita sia su campioni di sangue periferico che mi-
dollare, utilizzando la metodica di sequenziamento Sanger o tecniche
di PCR pitr sensibili 244D, Recentemente, ¢ stato generato un
anticorpo monoclonale (VE1) diretto contro il mutante BRAF
VG00E che permette la dimostrazione della mutazione direttamente
su sezioni paraffinate di biopsie osteomidollari mediante tecniche

immunoistochimiche “4,

Diagnosi differenziale

La diagnosi di HCL si basa sulla integrazione di una serie di para-
metri che comprendono il quadro clinico-laboratoristico (presenza
di splenomegalia in assenza di linfadenopatia, pancitopenia e mono-
citopenia) * in associazione alle tipiche alterazioni citologiche/isto-

@3 immunofenotipiche " e molecolari ®.

logiche ¢
Raramente, alcuni pazienti si presentano con una minima infiltra-
zione midollare da HCL associata ad iperplasia midollare eritroide
con note di displasia reattiva o addirittura ad un midollo osseo mar-
catamente ipocellulare. Tali casi possono essere erroneamente dia-
gnosticati come sindrome mielodisplastica o aplasia midollare “”

In queste circostanze, una semplice colorazione immunoistochimica

con l'anticorpo monoclonale anti-CD20 su sezioni paraffinate della




biopsia osteomidollare ¢ sufficiente a indirizzare verso una diagnosi
corretta. Va anche ricordato che la mastocitosi sistemica mostra nella
biopsia osteomidollare un quadro morfologico simile al' HCL solita-
mente associato a reazione fibrotica. Il quadro clinico e le colorazioni
immunoistochimiche per la molecola CD20 e per la triptasi “©
sono particolarmente utili nel distinguere queste due condizioni pa-
tologiche. Inoltre la mastocitosi sistemica ¢ costantemente BRAF

VG600E negativa .

Tuttavia il problema diagnostico piti comune ¢ rappresentato dalla

diagnosi differenziale tra HCL e disordini linfoproliferativi che simu-

lano 'THCL “9, come il linfoma della zona marginale splenica, la va-

riante della leucemia a cellule capellute (HCLv) ), e il linfoma a

piccoli linfociti B della polpa rossa splenica “. La corretta diagnosi

di HCL ¢ di fondamentale importanza dal momento che questa

condizione patologica, ma non le altre, ¢ sensibile al trattamento con

interferone o analoghi delle purine e, piti recentemente, anche con
inibitori di BRAE

Il linfoma della zona marginale splenica ¢ chiaramente distinguibile

dall’HCL sulla base dei seguenti criteri diagnostici:

¢ linfiltrazione della polpa bianca splenica;

* la presenza in circolo di cellule leucemiche che mostrano estro-
flessioni di superficie solitamente pitt corte e polarizzate ®” rispetto
a quelle osservabili nelle cellule leucemiche capellute;

* linfiltrazione della biopsia osteomidollare a carattere prevalente-
mente intrasinusoidale (ben rilevabile mediante colorazioni im-
munoistochimiche per la molecola CD20);

* la negativita o debole espressione per i tipici marcatori immuno-
fenotipici del’HCL (CD103, CD25, CD11c e Annexin Al);

¢ lassenza della mutazione BRAF V60OE 2 ¢ la presenza nel 40-
50% dei casi di mutazioni di geni che codificano per proteine
coinvolte nelle funzioni della zona marginale splenica (per es.,
Notch2) 6132,

Pitr difficile puo essere distinguere la classica HCL dalla forma va-

riante (HCLv). I criteri pitt importanti per la diagnosi di HCLv

sono:

* la maggiore frequenza della leucocitosi (osservabile solo nel 15%
det casi di HCL);

I'assenza di monocitopenia (spesso presente nellHCL);

la morfologia cellulare con caratteristiche intermedie tra quella di
una cellula leucemica capelluta (morfologia villosa) e di un pro-
linfocita (presenza di un evidente nucleolo);

* la negativitd per CD25 e l'annessina Al;

* la negativita per la mutazione BRAF V600E;

la presenza di mutazioni che coinvolgono il gene MAP2K1 codifi-
cante per la chinasi MEK1 nel 30-50% dei casi ®¥ e il riscontro
della delezione 17p(TP53) in circa un terzo dei casi. Queste carat-
teristiche cliniche, immunofenotipiche e molecolari giustificano ap-
pieno la decisione della WHO di considerare THCL variante come

un entitd (provvisoria) chiaramente diversa dall HCL classica.

Il linfoma a piccoli linfociti B della polpa rossa splenica 59 rap-
presenta una entita provvisoria della classificazione WHO che ¢ so-
litamente ben distinguibile dalla HCL classica ma che mostra invece
caratteristiche sovrapponibili a quelle dell’HCLv. La diagnosi di lin-
foma a piccoli linfociti B della polpa rossa splenica si basa sui se-
guentl criteri:

* linfiltrazione della polpa rossa splenica da parte di una popola-
zione neoplastica costituita da element di piccola taglia, talora di
aspetto plasmocitoide;

* la presenza in circolo di cellule leucemiche provviste di ampie

estroflessioni della superficie di membrana con polarizzazione;

l'infiltrazione a prevalente carattere intrasinusoidale nella biopsia

osteomidollare;

* la negativita per le molecole CD25 e l'annessina Al (come
I'HCLv);

* la negativita per la mutazione BRAF V60OE.

[ criteri pitt importanti nella diagnostica differenziale tra HCL e altri

disordini linfoproliferativi sono riassunti nella Tabella 1.

Terapia con inibitori di BRAF

Sebbene 'HCL sia una malattia rara, essa ha rappresentato un pa-
radigma importante per lo sviluppo di nuove terapie, a partire dal
momento del suo primo riconoscimento nel 1958 fino ad oggi.
Per molto tempo, I'unica forma di terapia per THCL ¢ stata I'in-
tervento di splenectomia che consentiva solo un temporaneo mi-
glioramento dei parametri ematologici in una modesta percentuale
di pazienti.

La prognosi del’HCL ha subito un radicale miglioramento nei
primi anni 80, con l'introduzione dell'interferone ¥ che, sommi-
nistrato per via sottocutanea per 3 volte alla settimana, era in grado
di indurre una risposta parziale (raramente totale), talora duratura
nel tempo, in percentuali variabili dal 40% all'80% dei pazienti a
seconda degli studi %7,

Dagli anni ’90, la terapia di elezione per THCL si basa sull'impiego
(con varie modalita di somministrazione) dei cosiddetti analoghi
delle purine (cladribina e pentostatina) ©*? che, rispetto all'inter-
ferone (ancora impiegato nei casi in cui THCL interessa donne in
gravidanza), inducono una remissione ematologica completa in circa
I'80% dei pazienti affetti da HCL, spesso duratura negli anni. E ve-
rosimile che questi risultati possano essere ulteriormente migliorati,
combinando uno degli analoghi delle purine (per esempio la cla-
dribina) con un anticorpo monoclonale anti-CD20 (rituximab) ©.
Nonostante questi enormi progressi nella terapia del’HCL, va sot-
tolineato che circa la meta dei pazienti trattati con analoghi delle
purine va incontro a successive ricadute che, nel corso del tempo,
diventano sempre meno sensibili al ritrattamento con cladribina

0 pentostatina.
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CARATTERISTICHE HCL SMZL HCL-V LBPRS
Morfologia
Nucleo* Ovalare, talora a Rotondeggiante Rotondeggiante/ovalare | Rotondeggiante/ovalare,
chicco di caffe talora eccentrico
Nucleolo* Assente Piccolo o assente Evidente nucleolo Piccolo 0 assente
Citoplasma* Abbondante, chiaro Moderatamente abbondante, basofilo, | Abbondante Moderatamente abbondante,
talora con aspetti plasmocitoidi basofilo, talora con aspetti
plasmocitoidi
Superficie cellulare Estroflessioni distribuite | Estroflessioni a distribuzione Estroflessioni Estroflessioni corte a

in tutta la superficie

polare

distribuzione polare

Quadro di Diffuso ed interstiziale Nodulare e intrasinusoidale Diffuso, interstiziale ed | Intrasinusoidale, interstiziale
infiltrazione midollare intrasinusoidale e nodulare
Infiltrazione splenica | Polpa rossa, con Polpa bianca Polpa rossa Diffuso (polpa rossa e bianca)
obliterazione della polpa
bianca
Immunofenotipo e lesioni genetiche

Marcatori CD20br+, CD5-, CD10-, | CD20+, CD5-, CD10-, CD23-CD103+, | CD20br+, CD5-, CD10-, | CD20br+, CD5-/+, CD10-,

immunologici CD23-CD103+, CD25+, | CD25-/+, CD11c+/-, CD123-, (D23-CD103+, CD25-, | CD23-/+,CD103-/+, CD25-,
CD11c+, CD123+, Annessina A1-, BRAF V600E - * CD11c+, CD123-, CD11c+, CD123-,
Annessina A1+, Annessina Al-, Annessina A1-,
BRAF V600E +** BRAF V600E-** BRAF V600E-**

Lesioni genetiche Mutazione BRAF VG6OOE | Del(7q) in circa il 40% dei casi, Mutazione di MAP2K1 Del(7q) o trisomia 8 in

dei casi

mutazione NOTCH2 in circa il 25%

nel 30-50% dei casi
17p(TP53) delezione
in circa il 30% dei casi

una percentuale di casi

*In strisci colorati secondo la tecnica di May-Grunwald-Glemsa; ** Evidenziato con anticorpo monoclonale anti-BRAF V60OE in sezioni paraffinate.
HCL: leucemia a cellule capellute; SMLZ: linfoma della zona marginale splenica; HCLv, leucemia a cellule capellute, variante; LBPRS: linfoma a piccoli linfociti B della polpa rossa splenica.

Tabella 1 — Diagnosi differenziale tra HCL e disordini linfoproliferativi cronici affini (SMZL, HCL-V; LBPRS).

Inoltre, specialmente nel paziente anziano, la somministrazione ri-
petuta di farmaci mielotossici tende a ridurre progressivamente la
riserva midollare, con conseguente incremento nel rischio di com-
plicanze infettive. Da qui, la necessita di mettere a punto nuove mo-
dalita terapeutiche.

Tale opportunita ¢ oggi offerta dalla disponibilita di farmaci attivi
contro la proteina BRAF mutata che originariamente erano stati
messi a punto per la terapia del melanoma metastatico ©" e che, pitt
recentemente, sono stati impiegati per il trattamento di pazienti con

HCL refrattaria o recidivata.

Studi pre-clinici

In assenza di un modello murino © e di vere linee cellulari di HCL ©,
gli effetti degli inibitori di BRAF (vemurafenib e dabrafenib) e di
MEK (trametinib) (Figura 1) sono stati necessariamente valutati i
vitro su cellule leucemiche capellute purificate da pazienti (compito
non facile data la bassa percentuale di cellule leucemiche circolanti) .
Come atteso, gli inibitori di BRAF e di MEK erano in grado di de-
terminare una marcata defosforilazione di MEK/ERK attivati sol-

tanto nelle cellule leucemiche capellute ma non in altri linfomi affini
(linfoma della zona marginale splenica, HCLv) ?9. Cosa altrettanto
interessante, questi inibitori erano in grado di indurre il silenzia-
mento della via del segnale BRAF-MEK-ERK, di convertire il tipico
profilo di espressione genica dell’HCL, di ridurre I'espressione del
CD25 e della TRAP (due marcatori diagnostici di HCL), di provo-
care un cambiamento nella superficie di membrana (che passa da
capelluta a liscia) e di indurre I'apoptosi delle cellule leucemiche *%.

Questi risultati hanno fornito la base razionale per I'impiego di ini-

bitori di BRAF in clinica.

Studi clinici
Lattivita clinica degli inibitori di BRAF ¢ stata inizialmente riportata

i ©29), Pili recentemente, sono stati pubbli-

in casi singoli aneddotic
cati i risultati di due studi clinici di fase II, uno condotto in Italia e
I'altro negli Stati Uniti; che hanno arruolato complessivamente 54
pazienti affetti da HCL refrattaria o recidivata (spesso resistenti a
molteplici linee di terapia)””. In entrambi gli studi, il vemurafenib

veniva assunto per via orale al dosaggio standard di 960 mg x 2/die.




Nei 49 pazienti valutabili si & osservata una risposta al farmaco che
¢ stata del 96% nella coorte di pazienti italiani e del 100% in quella
dei pazienti americani, con una percentuale di remissione completa
nelle due coorti rispettivamente del 35% e 42% . Solitamente i
pazienti rispondevano al farmaco nel giro di 2-4 mesi. Nella coorte
di pazienti italiani, che hanno un follow up piti lungo, la sopravvi-
venza mediana libera da recidiva di malattia ¢ stata di 19 mesi nei
casi che erano andati in remissione completa e di 6 mesi in quelli
che avevano ottenuto una remissione parziale 7.

I profilo di tossicita del vemurafenib nellHCL ¢ stato molto simile
a quello riportato in precedenti studi clinici in pazienti con mela-
noma metastatico /7%,

In particolare, gli eventi avversi sono stati osservati principalmente
a livello cutaneo ed articolare (altralgie e artriti) ed hanno richiesto
una temporanea interruzione o riduzione di dosaggio del farmaco
nel 50-58% dei pazienti arruolati nei due studi 7. Solitamente, le
artralgie rispondono bene alla somministrazione di steroidi, anche
a basse dosi. Gli eventi avversi cutanei consistevano principalmente
in rash, fotosensibilitd, papillomi cutanei, ipercheratosi palmare o
plantare. Tumori cutanei secondari erano osservati in 7/50 pazienti
(14%) ed erano tutti trattati con semplice escissione chirurgica 7.
Il meccanismo d‘azione che sta alla base dell'insorgenza di questi tu-
mori cutanei (specialmente cheratoacantoma e carcinoma a cellule
squamose) ¢ riferibile ad una stimolazione paradossa di BRAF nor-
male all'interno dei cheratinociti quando questi siano portatori di
una mutazione di RAS (specialmente HRAS) 7.

Il grande vantaggio del vemurafenib rispetto agli agenti chemiote-
rapici standard (analoghi delle purine) ¢ rappresentato dall’assenza
di tossicita midollare. Pertanto, oltre che nei pazienti resistenti ai
trattamenti standard, il loro impiego appare particolarmente utile
in pazienti con scarse riserve midollari (per danno alla cellula sta-
minale normale da precedenti chemioterapie) e in pazienti che, al
momento della diagnosi iniziale, hanno una infezione opportuni-

stica grave 7).

Meccanismi di resistenza agli inibitori di BRAF

A fronte delle straordinarie risposte ottenibili con il vemurafenib
nellHCL refrattaria/recidivata, va tuttavia sottolineato che anche
nei pazienti in remissione ematologica completa persiste una piccola
quota di cellule leucemiche capellute resistenti all'inibitore di BRAF
che, alle indagini immunoistochimiche, mostra spesso una persi-
stente fosforilazione di ERK. Questa osservazione suggerisce forte-
mente che, in almeno una percentuale di pazient, le cellule
leucemiche capellute sono ancora dipendenti per la loro sopravvi-
venza dalla via del segnale RAS-RAF-MEK-ERK riattivata attraverso
meccanismi che riescono ad aggirare I'inibizione di BRAE

A differenza di quello che si osserva nella leucemia mieloide cronica
in cui la resistenza ai vari inibitori delle tirosino-chinasi ¢ prevalen-
temente legata a mutazioni della proteina Abl, mutazioni secondarie

di BRAF non sembrano essere implicate come fattore di resistenza

agli inibitori di BRAE Almeno nel melanoma, sono stati identificati

vari meccanismi che, mutando o inducendo l'espressione e/o l'atti-
vazione di molecole poste a diversi livelli della via del segnale RAS-

RAF-MEK-ERK sono in grado di ripristinarla determinando cosi

I'insorgenza di una resistenza agli inibitori di BRAF 773, T mecca-

nismi finora identificati in linee tumorali 772 vitro sono molteplici e

quelli confermati nei pazienti includono:

o l'attivazione di recettori tirosino-chinasici, per esempio MET 7
mediata da fattori del microambiente, per esempio HGE che puo
portare alla riattivazione della via del segnale RAS-RAF-MEK-
ERK attraverso CRAE nonché all'attivazione di una via alternativa
di segnale pure pro-oncogenica (PI3K-AKT);

¢ le mutazioni di NRAS ®” che promuovono la riattivazione della
via del segnale RAS-RAF-MEK-ERK preferenzialmente attraverso
CRAF @V,

* le mutazioni attivanti di molecole poste a valle di BRAF (muta-
zioni di MEK) ®%;

* la sovraespressione di COT (il prodotto del gene MAP3KS) ®,
una proteina chinasica che puo evadere 'azione degli inibitori di
BRAF perché ¢ in grado di attivare ERK attraverso un meccani-
smo MEK-dipendente che perd non richiede il segnale di RAF;

o Pamplificazione del numero di copie del mutante di BRAF ®9;

* lo splicing alternativo del mutante BRAF che porta alla formazione
di una proteina pili piccola in grado di formare dei dimeri che
sfuggono all'azione degli inibitori dii BRAF ®”.

Tuttavia, rimane ancora da chiarire se i meccanismi di resistenza ope-

ranti nel melanoma sono gli stessi responsabili della mancata eradi-

cazione totale del clone leucemico da parte del vemurafenib nei
pazienti con HCL. In almeno un caso di HCL nello studio clinico

di fase 2, la resistenza al vemurafenib era verosimilmente imputabile

all'acquisizione di mutazioni di KRAS 7. Studi funzionali 7 vitro

e di sequenziamento globale del genoma di cellule primarie di pa-

zienti affetti da HCL prima e dopo I'esposizione ad inibitori di

BRAF contribuiranno in futuro a chiarire i meccanismi di resistenza

operanti nell' HCL.

Prospettive future

Dal punto di vista biologico, sforzi sono in atto per generare un mo-
dello murino di HCL, finora mancante, che potrebbe essere di aiuto
sia per studi funzionali che per la messa a punto di nuove forme di
terapia. Strategie terapeutiche future nellHCL prevedono 'impiego
in combinazione di un inibitore di BRAF e di un inibitore di MEK,
in maniera da bersagliare la via del segnale RAS-RAF-MAPK a due
livelli. Almeno nel melanoma, questo approccio ha contribuito a
migliorare la percentuale delle risposte, a ritardare i meccanismi di
resistenza prolungando cosi la durata della remissione e a ridurre la

percentuale di tumori cutanei secondari 9.




Un'altra strategia promettente, attualmente in studio presso la nostra
Istituzione, ¢ I'impiego del vemurafenib in combinazione con I'an-
ticorpo monoclonale anti-CD20 al fine di eradicare con 'immuno-
terapia la frazione di cellule resistenti al vemurafenib. Infine, per il
futuro si prospetta anche la possibilita di una terapia a tre farmaci e
ciot: inibitore di BRAF + inibitore di MEK + immunoterapia. Tutte

queste combinazioni hanno il vantaggio di non essere mielotossiche.
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Introduzione

I linfoma di Hodgkin (LH) costituisce il modello di riferimento per
moltissime neoplasie ematologiche e solide: numerose procedure
diagnostiche, prognostiche e di approccio terapeutico in oncologia
si sono ispirate al LH. Pensiamo all'evoluzione del concetto di sta-
diazione tumorale: in nessun’altra malattia oncologica la definizione
della massa tumorale e lo studio dei meccanismi di diffusione della
malattia ha raggiunto la accuratezza ottenuta nel LH. Nella ricerca
della procedura ottimale per la definizione dello stadio, da un ap-
proccio totalmente chirurgico si & passati ad un approccio radiolo-
gico, inteso come descrizione anatomica della massa tumorale e, in
tempi pilt recenti, ad una definizione del volume tumorale metabo-
licamente attivo, mediante /maging funzionale.

Lo staging del LH ha costituito ['ossatura della proposta di stadia-
zione per tutti i linfomi e, successivamente, del sistema TMN in on-
cologia solida; la conoscenza dei meccanismi di diffusione tumorale
e la presenza di solidi indicatori prognostici ha permesso il raggrup-
pamento a fini terapeutici dei pazienti affetti da LH in tre gruppi
principali con intensita e modalita di cura specifici.

La complessita dell'approccio diagnostico e terapeutico in tale ma-
lattia ha permesso I'interazione tra clinici, patolog, chirurghi, fisici,
radioterapisti, radiologi, medici nucleari e dall’approccio interdisci-
plinare tra queste diverse figure professionali sono scaturite proposte
innovative straordinarie, che spesso sono diventate riferimento anche
per altre affezioni oncologiche. Il presente capitolo riporta gli aspetti
principali della gestione del LH nei suoi aspetti di clinica, diagno-
stica, prognosi, stadiazione e risposta alla terapia, di programmazione
terapeutica di 1° e 2° linea, e infine delle peculiarita di tale affezione

nell’anziano.

Cenni Storici

La prima descrizione del LH venne fatta dal medico inglese Sir Tho-
mas Hodgkin nel 1832 nella sua opera “On Some Morbid Appearance
of the Absorbent Glands and Spleen” "V, in cui veniva descritta una

nuova malattia, spesso coesistente alla tubercolosi, ma differente da

essa per un significativo incremento dei linfonodi e del volume della
milza, e con prognosi nettamente peggiore. Solo vent'anni pili tardi
grazie a Samuel Wilks, la descrizione del morbo di Hodgkin prese
la connotazione di malattia a se stante, riconoscendo tuttavia al pio-
niere Sir Thomas Hodgkin il primato della prima descrizione.

La conferma istologica della scoperta di una nuova malattia avvenne
a pochi anni di distanza (1898 ¢ 1902) all'alba del XX secolo,
quando le tecniche di preparazione campionaria e la qualita dei mi-
croscopi ottici permisero in maniera del tutto indipendente una de-
scrizione dettagliata del peculiare tessuto patologico del LH, presente
nelle linfoghiandole e nella milza del paziente.

Gli aspetti cito-morfologici di tale tessuto dimostravano la presenza
di una popolazione cellulare prevalente di aspetto polimorfo, infiam-
matorio e di alcune cellule abnormi, di grandi dimensioni, binu-
cleate o multilobate, che in seguito sarebbero state denominate
cellule di Hodgkin e Reed-Sternberg (HRS). In Europa, Carl Ster-
nberg e negli Stati Uniti Dorothy Reed riconobbero nelle HRS la
caratteristica istologica e la controparte neoplastica del LH.

Epidemiologia

Lincidenza del LH in Europa ¢ di 2,2-3 casi nuovi su 100.000 abi-
tanti per anno, con una mortalita di 0,7 casi su 100.000 abitanti per
anno. In Italia nel 2014 @ I'incidenza dei nuovi casi nei maschi si ¢
attestata intorno ai 1300 per anno e nelle femmine ¢ di poco infe-
riore contando 1000 casi, con una prevalenza di un sesto circa ri-
spetto all'incidenza di tutti i linfomi non Hodgkin (LNH) e molto
al di sotto delle comuni neoplasie solide epiteliali, i cosiddetti Big
Killer, il carcinoma polmonare e il carcinoma della mammella.

La malattia ¢ piti frequente nel sesso maschile, con un’incidenza
maggiore nella razza bianca rispetto alle popolazioni del sud-est asia-
tico come Cina e Giappone, ¢ predilige la popolazione ad elevato
standard socio economico. Le fasce di eth maggiormente interessate
sono infanzia nei paesi in via di sviluppo o la tarda adolescenza
(18-29 anni) nell’emisfero occidentale, e I'eta avanzata, dopo i ses-

sant’anni, secondo un caratteristico profilo d’incidenza bimodale.




Patogenesi

Nel 1987 si ebbe finalmente la conferma della natura clonale del
LH e la controparte cellulare normale da cui prendono origine le
HRS venne identificata nella popolazione di linfociti B del centro
germinativo del follicolo linfatico. Da tali studi si sono potute isolare,
mediante sofisticate tecniche di micro-dissezione, popolazioni pure

di HRS e con metodiche di immunoistochimica e di biologia mo-

lecolare si concluse che ¥

¢ nella cellula HRS il normale programma di espressione fenotipica
del linfocita B era ancora riconoscibile, seppure in forma difettiva;

* nel DNA delle HRS era presente un ri-arrangiamento dei geni
delle catene pesanti delle immunoglobuline nella quasi totalita
dei casi, in maniera non differente da quanto riscontrato nei pilt
comuni LNH della linea B;

* incirca un terzo dei casi 'agente immortalizzante e responsabile
della trasformazione neoplastica dei B-linfociti era il virus di Ep-
stein-Barr (EBV), pit comunemente nella forma classica (sotto-
tipo a sclerosi nodulare e cellularita mista), rispetto alla variante
con prevalenza linfocitaria nodulare “.

I LH presenta inoltre un’architettura estremamente interessante e

caratterizzata da un ristretto numero di cellule tumorali immerse in

un microambiente ricco di cellule immuno-reattive. La popolazione
polimorfa del microambiente, ritenuta espressione di una risposta
immunitaria difettiva dell'ospite contro il tumore, non solo risulta

inefficace ma sembra addirittura promuovere I'immortalizzazione e

la proliferazione delle cellule neoplastiche. Queste ultime, a loro

volta, sono spinte a proliferare e a sfuggire al loro normale destino
apoptotico grazie alla presenza di proteine di attivazione nucleare
come il NFkB, a loro volta indotte dall’infezione da parte del’EBV.

Lidea di una stretta correlazione tra la patogenesi del LH e l'infe-

zione da EBV ¢ stata dimostrata da alti livelli di immunoglobuline

specifiche anti-EBV e dall’espressione sulla membrana cellulare delle

HRS di proteine indotte dal virus quali LMP-1 ¢ LMP-2 ©.

Un'ulteriore ipotesi per spiegare la scarsa competenza immunitaria

dell’ospite contro il tumore risiede nell’associazione tra particolari

aplotipi del locus A del complesso maggiore di istocompatibilita di

tipo I (HLA-A*01 e HLA-A*02) e la prevalenza di LH correlato a

EBV. La spiegazione di tale associazione suggerisce, per i pazienti

con aplotipo HLA-A*01, un’anomala presentazione dei peptidi an-

tigenici di membrana di origine virale LMP-1 e LMP-2 da parte dei

macrofagi presentanti 'antigene (APC), con conseguente assenza di

cloni T citotossici (CTL) ©7,

[ pazienti omozigoti per tale locus hanno inoltre una frequenza 10

volte maggiore di malattia correlata ad EBV rispetto a pazienti con

aplotipo HLA-A*02. I meccanismi con cui il virus EBV favorisce

I'inibizione delle difese dell’ospite contro il linfoma sono comunque

molteplici: inibisce la sintesi di proteine di trasporto dell’antigene

(TAP) e lespressione sulla superficie cellulare del’HLA di classe I

che sono normalmente coinvolte nellattivazione della risposta innata
NK attraverso i recettori KIRs (Missing Self Hypothesis) ®. Questa
osservazione spiegherebbe in parte 'assenza quasi completa delle cel-
lule NK nell'infiltrato immunitario che circonda le cellule neopla-

stiche e nel sangue del paziente con LH 17,

Diagnostica istopatologica

Secondo la classificazione WHO del 2008 “V il LH si suddivide in
4 differenti sottotipi: sclero nodulare (NS), a cellularita mista (CM),
ricco di linfociti (LR), e a deplezione linfocitaria (LD). NS e CM
sono le forme pit1 frequenti e con percentuali dell’80% circa per NS
e 20-25% per CM, mentre LR e LD insieme non superano il 5%
dei casi. A parte viene considerato il sottotipo a prevalenza linfoci-
taria nodulare (NLPHL), una volta classificato da Lukes e Parker
come paragranuloma, che costituisce il 5% di tutti i LH (Tabella 1).
Come gia accennato in precedenza, nell'istotipo LH classico la cel-
lula neoplastica caratteristica ¢ la cellula HRS.

Quest’ultima si presenta come un elemento cellulare di grandi di-
mensioni, con citoplasma abbondante, ¢ quasi sempre provvista di
doppio nucleo, spesso eccentrico e provvisto di nucleolo evidente.
Per questo tipico aspetto, questo elemento cellulare in passato ¢ stato
definito ad occhi di civetta. Nel sottotipo a SN ampie fibre di colla-
gene circondano aggregati nodulari di cellule di HRS, dette anche
cellule lacunari pitt 0 meno confluenti fra di loro. Quando questi
aggregati cellulari contenent cellule lacunari pleomorfe confluenti
e cellule HRS sono numerosi si parla di variante sinciziale. Nella va-
riante a CM cio che prevale in misura variabile ¢ il ricco infiltrato
reattivo con cellule HRS che si presentano mummificate per feno-
meni di apoptosi dei nuclei e condensazione del citoplasma. La
forma classica ricca in linfociti ¢ caratterizzata dalla infiltrazione pitt
o meno massiva da parte di piccoli linfociti maturi disposti in archi-
tettura prevalentemente nodulare che circondano fino a quasi se-
questrare le cellule di RS. Nella forma a deplezione linfocitaria, gli
elementi del pabulum reattivo sono virtualmente assenti. La forma
nodulare a prevalenza linfocitaria (NLPHL) ha come elemento neo-
plastico tipico la cellula LP (Lymphocyte Predominant) anche detta a
popcorn per il nucleo multilobato con multipli nucleoli. Meno fre-

HISTOLOGIC SUBTYPES 2008 WHO CLASSIFICATION OF HODGKIN LYMPHOMA

Classifical Hodgkin lymphoma

e Nodular sclerosis (NS)

e Lymphocyte rich (LR)

e Mixed cellularity (MC)

e Lymphocyte depletion (LD)

Nodular lymphocyte predominant Hodgkin lymphoma

Tabella 1 - Classificazione del LH e dei sottotipi istologici, WHO 2008 7.




quente della forma classica e quasi assente ¢ l'infiltrato reattivo e la
fibrosi, tale caratteristica rende indispensabile ' ITmmunofenotipo,
indispensabile per la diagnosi differenziale della forma classica a con

la forma a deplezione linfocitaria.

Immunofenotipo

La cellula HRS presenta un fenotipo caratteristico con negativita del
CD45, tenue positivita di CD20 e PAX-5 e intensa espressione di
CD30 e CD15. Caratteristica ¢ I'espressione del CD30, a localizza-
zione paranucleare e nell’apparato del Golgi, condivisa con i linfomi
T anaplastici, e la debole espressione del CD20. Lintensa espressione
di CD30 ha fornito il razionale per la sintesi di un anticorpo mono-
clonale umanizzato, 'SGN-35 o brentuximab, diretto contro questo
epitopo e coniugato con un’immunotossina, la mono-metil-aurista-
tina A (MMA) 2. La cellula HRS esprime inoltre i marcatori del-
I'infezione da virus EBV come EBER e LMP1 nel 30-40% casi.

Le cellule LP della forma nodulare a prevalenza linfocitaria espri-
mono il CD45 ed i marcatori di linea B come il PAX-5, CD19,
CD20, CD22 e CD79a rendendo virtualmente la forma non clas-
sica una forma borderline tra il LH classico con cui condivide in
parte I'istologia e la presentazione clinica ed i linfomi non Hodgkin
indolenti a cellule B, con cui condivide per contro gli schemi di trat-
tamento. Da non dimenticare l'infiltrato reattivo, la ricca com-
ponente cellulare del microambiente (ME), lungamente definito
spettatore innocente ora sempre pilt chiaramente coinvolto nella pa-
togenesi della malattia e di cui fanno parte i linfociti B maturi, eo-
sinofili, mastzellen, cellule follicolari dendritiche CD21 positive,
macrofagi CD68 positivi ed i linfociti T helper follicolari (THF)
che esprimono i marcatori immunofenotipici CD4, CD57, MUM-
1 ¢ PDI. Quest'ultimo marcatore ¢ coinvolto anch’esso come target

dei nuovi farmaci immunomodulatori ).

Quadro clinico

La presentazione clinica nel LH ¢ tipicamente caratterizzata dalla
graduale comparsa di linfo-adenomegalie superficiali o profonde,
per lo pitt in assenza di sintomatologia soggettiva. Il paziente classi-
camente riferisce un incremento dimensionale del linfonodo (o dei
linfonodi) verificatosi nel corso di settimane o a volte anche mesi,
non dolente, talora con oscillazioni spontanee di volume, che alla
palpazione si rivela di consistenza duro-parenchimatosa e mobile sui
piani profondi. Le sedi pili interessate dalla malattia sono quelle la-
terocervicali e sovra-claveari (60%), mediastiniche (20%) inguinali
(7%) ascellari (5%) e altro (8%). Non sempre il LH ¢ accompagnato
da una sintomatologia sistemica: alcune volte una vaga astenia ¢ la
comparsa di una tumefazione linfonodale possono rimanere misco-
nosciute per molto tempo, in altri casi invece un interessamento me-
diastinico all'origine pud diventare una voluminosa massa (bulky)

che comprime e disloca le strutture circostanti, spesso asintomatica
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o talora accompagnata da tosse stizzosa. In qualche caso la sintoma-
tologia di esordio & una febbre isolata di tipo intermittente-remit-
tente (in passato definita come febbre di Pel-Ebstein) ma che spesso
presenta la caratteristica di non avere caratteristiche; in aleri casi il
prurito intenso e diffuso sine materia & 'unica avvisaglia della ma-
lattia. In passato i sintomi di esordio pit frequenti, presenti nel 25-
30% dei casi, sono stati definiti dalla classificazione di Ann Arbor
sintomi B, e sono: la febbre o febbricola serotina, con puntate non
inferiori ai 38 °C, la perdita di peso uguale o superiore al 10% del
peso corporeo negli ultimi sei mesi ¢ le sudorazioni notturne. Queste
ultime non sono correlate alla febbre ma alle citochine, e sono de-
scritte in maniera caratteristica dal paziente come abbondanti e tali
da dover cambiare i propri indumenti e le lenzuola pilt volte nel
corso della notte. Altro sintomo meno comune e non compreso nei
sintomi B, ma non infrequente, ¢ il dolore in sede di linfoadenome-
galia dopo l'assunzione di alcolici. Sono stati riportati in letteratura
casi di LH associati o preceduti da malattie autoimmuni quali artrite
reumatoide, valvulopatia cardiaca post-reumatica, malattia di Crohn,
polimialgia reumatica nelle femmine e artrite reumatoide, Lupus eri-
thematodes sistemico, anemia megaloblastica, e spondilite anchilo-
sante . Dal momento che la sopravvivenza a 5 anni per le femmine
come per i maschi ¢ risultata in questi casi nettamente inferiore
(46,0% vs. 63,3% e 48,5% vs. 59,2%, rispettivamente) ¥, la con-
sapevolezza del significato clinico di tale associazione risulta essen-
ziale. In altri rari casi il LH si ¢ manifestato all’esordio con un quadro
del tutto simile alla mielofibrosi, con pancitopenia, epatosplenome-
galia, aspirato midollare con punctio sicca per fibrosi midollare e pre-
senza di sintomi sistemici . Tale quadro pud essere sincrono o
precedere la diagnosi di LH da qualche mese fino a oltre 2 anni. Alla
biopsia ossea raramente viene la dimostrata la presenza di cellule
HRS. Quando compaiono manifestazioni pit tipiche del LH quali
linfoadenomegalie superficiali o profonde, la diagnosi viene per lo
pilt effettuata su biopsia linfonodale o con la splenectomia. La pro-
gnosi puo essere identica a quella dei pazienti senza manifestazioni
mielofibrotiche, ma un diffuso interessamento osteomidollare con-
diziona una prognosi peggiore. Dopo un approfondito esame clinico
ed obbiettivo, ¢ suggerita la esecuzione di esami di primo livello
come: un esame emocromocitometrico nella ricerca di modesta ane-
mia, leucocitosi neutrofila o linfopenia, il quadro proteico e il do-
saggio delle proteine totali, la lattico deidrogenasi (LDH), enzimi
epatici e funzionalita renale ed una velocita di sedimentazione eri-
trocitaria. Il rilevamento di parametri aspecifici di inflammazione
costituisce un reperto comune nel LH all'esordio. Una radiografia
del torace ¢ utile per rivelare la presenza di un allargamento media-
stinico, ma anche escludere la presenza di un infiltrato flogistico pol-
monare o una neoplasia polmonare. La ecografia dell'addome puo
essere utile per confermare la presenza di epato/splenomegalia e per

dimostrare la presenza di epatomegalie profonde. Gli organi ipocon-




driaci (milza e fegato) si presentano ingranditi all'esordio di malattia
nel 10-15% dei casi. Una volta sospettata la possibile natura maligna
della linfoadenomegalia, ¢ necessario effettuare una biopsia linfono-
dale per la conferma istologica. Ancorché molto diffuso, 'agoaspirato
con ago sottile da linfonodo ingrandito o da massa patologica risulta
inutile ai fini diagnostici

o per i noti problemi di campionamento,

o per la sopra-accennata rarita delle HRS nel tessuto Hodgkiniano

o per 'impossibilita di eseguire una corretta diagnosi differenziale

con altre patologie linfoproliferative con fenotipo simile a quella

del LH classico e spesso ritarda 'intero iter diagnostico della ma-

lattia 19, Uno screening esclusivamente citologico mediante aspi-

razione con ago sottile ¢ consigliabile solo nei casi in cui venga

utilizzata come strumento preliminare di diagnostica differenziale

in un fondato sospetto con neoplasie di competenza otorinolarin-

goiatrica. Esami piti approfonditi come la TAC #otal-body con

mezzo di contrasto (CeCT) e la TC-PET sono per lo pitt utilizzati

nell'indicazione allo staging quando sia gia acquisita la diagnosi isto-

patologica di LH. La progressione della malattia avviene normal-

mente per via linfatica, da stazione a stazione linfonodale contigua

e, successivamente, per contiguita assiale, coinvolgendo le regioni

sovra o sotto diaframmatiche a seconda della zona di partenza, ed

infine, nelle fasi piti avanzate, anche per via ematogena.

Pit recentemente il concetto di diffusione della malattia secondo
modalita legate alla gravita o alla estensione della malattia ¢ stato ri-
visto, e alcuni aspetti dipendenti dall'ospite, quali la tolleranza della
immunita nativa contro il tumore o aspetti immunogenetici, sem-
brano avere un ruolo predominante sulla modalita di presentazione
e diffusione della malattia, in particolar modo sulle localizzazione
extra-linfatiche. Una volta completato 'iter diagnostico e di stadia-
zione della malattia, andranno richiesti alcuni accertamenti per va-
lutare I'idoneita del paziente al trattamento, secondo gli standard
clinici in uso nella Istituzione Onco-ematologica a cui il paziente &
afferito. In generale questi accertamenti comprendono: lo screening
per virus HIV dell'immunodeficienza umana e della epatite (HAV,
HBV, HCV, CMV), una valutazione della performance miocardica
tramite ecocardiogramma 2D, la funzionalita respiratoria con studio
dei volumi statici e dinamici ventilatori nonché della diffusione al-
veolo-capillare con un test di capacita polmonare (DLCO) e il test
di gravidanza in donne in et fertile.

Stadiazione e ristadiazione

Background

Il LH da sempre ¢ considerato I'archetipo per la definizione di sta-
diazione della malattia in oncologia. La stadiazione secondo Ann
Arbor 7 proposta all'inizio degli anni settanta e le successive modi-
fiche proposte nel meeting di Cotswolds *® hanno introdotto il con-
cetto che le manifestazioni legate alla malattia e Iestensione della

massa tumorale identificano categorie distinte di pazienti con pro-
gnosi differente e che necessitano diversi approcci terapeutici. La
proposta di quattro stadi per identificare estensioni crescenti della
malattia (stadio I: malattia localizzata in singola regione linfonodale;
stadio II malattia localizzata in 2, o piti stazioni linfonodali dalla me-
desima parte del diaframma; stadio III: malattia estesa a due o pilt
stazioni linfonodali da entrambi i versanti del diaframmay; stadio [V:
malattia con interessamento di organi extra-linfatici) ¢ valida ancora
oggi e costituisce lo strumento per identificare la intensita e la mo-
dalita di cura per le diverse categorie di pazienti. A causa delle limi-
tate possibilita diagnostiche messe a disposizione dalle tecniche di
imaging disponibili al tempo delle proposta di stadiazione secondo
Ann-Arbor, specie per quanto riguarda le localizzazioni addominali
del LH, ¢ stata proposta la stadiazione chirurgica della malattia, me-
diante laparotomia, splenectomia e biopsia intraoperatoria del fegato .
Queste procedure hanno avuto il merito di ampliare le conoscenze
sui meccanismi di diffusione della malattia, che si pensava avvenisse
principalmente per via linfatica ma, almeno nelle fasi tardive della
malattia, anche per via ematogena.

Tali procedure tuttavia si rivelarono di non facile attuazione nella
intera categoria di pazienti e per di pili gravate da una certa morbilita
e persino mortalitd; per tale ragione vennero ben presto soppiantate
da metodiche di imaging considerate all'epoca all'avanguardia, come
la linfografia e specialmente la tomografia assiale computerizzata
(TAC) con infusione di mezzo di contrasto.

Quest'ultima si ¢ dimostrata uno strumento diagnostico non inva-
sivo, disponibile su larga scala per tutti i pazienti e dotato di un’ele-
vata sensibilita e specificita. Lesecuzione in sequenza della TAC con
mezzo di contrasto, seguita dalla laparotomia esplorativa, principal-
mente negli studi eseguiti in California, ha permesso di stabilire con
precisione la sensibilita, la specificita e la accuratezza globale della
TAC per la stadiazione della malattia sottodiaframmatica 7.
Gradatamente si ¢ passati dalla stadiazione chirurgica alla stadiazione
radiologica e la TAC con mezzo di contrasto & rimasta, per oltre un
decennio, lo strumento diagnostico standard per la stadiazione e la
ristadiazione non solo del'LH ma anche di tutti i linfomi.

Nello stesso periodo, sulla base di numerosi studi retrospettivi sulla
prognosi, si ¢ fatto strada il concetto che sia la massa tumorale in se
stessa sia la reazione dell'ospite erano entrambi correlati alla prognosi
della malattia e i fattori prognostici sono stati suddivisi in tre grandi
gruppi:

* fattori legati al tumore:

* fattori legati all’ospite;

* fattori legati all'ambiente .

[ fattori legati al tumore includono il sottotipo istologico, i marcatori
biologici dipendenti dalla neoplasia stessa e I'entita della massa tu-
morale. I fattori legati all ospite comprendono eta, comorbidita, in-

fezioni virali e immunita nativa contro il tumore.
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Risk Factor

> 3 or more sites
Elevated ESR

Large mediastinal mass
Extranodal disease

alone??
ESR — esosinophil sedimentation rate; ABVD — adnamycin, bleomycin,
vinbastin, dacarbazine; IFRT — Involved field radiation therapy, BEACOPP -

bleomycin, etoposide, doxorubicin, cyclophosphamide, vincristine,

survival; FDG-PET - FDG-positron emission tomography

STAGING AND TREATMENT APPROACHES

IA, IB, lIA

No Early Favourable

Early unfavourable

« [Early stage favourable: HD10 trial: Median f.u. 7.5 years, 2x ABVD +
20Gy IFRT as effective as 4 x ABVD +30Gy'

+ Early stage unfavourable: HD11 trial: BEACOPP did not improve
outcome over 4 x ABVD + 30 Gy IFRT?

« Advanced: Under 60s — 6/8 x ABVD or BEACOPP esc + 30Gy, BEACOPP
esc superior FFTF and OS but inc toxicity?

+ Can FDG-PET predict which patients can be treated with chemotherapy

procarbazine, prednisone; FFTF — freedom from treatment failure; OS — overall

Stage (Ann Arbor)

B A, B IVA, IVB |

Advanced

1. Engert A et al. NEJM. 2010; 363: 640-52;
2. Eich H et al.J Clin Oncol. 2010,28:4199-206;
3. Eichenauer D et al. Ann Oncol 2014;25:iii70-75

Figura 1— Gruppi prognostici in funzione delle strategie terapeutiche.

[ fattori ambientali includono lo stato socio-economico del paziente
e 'accesso a procedimenti diagnostici e terapeutici tecnologicamente
evoluti. Sia i fattori legati al tumore che i fattori legati all'ospite con-
corrono alla definizione della terapia pili efficace nellLH in stadio
precoce (stadio I e IT) "2 e stadio avanzato (IIl e IV) @ In pratica,
lo stadio e i fattori legati all'ospite sono utilizzati sia per identificare
i tre gruppi di pazienti da trattare in maniera omogenea: stadi precoci
favorevoli, stadi precoci sfavorevoli e stadi avanzati (Figura 1) sia per
la creazioni di modelli prognostici per gli stadi precoci e per gli stadi
tardivi (Tabella 2, Figura 2) ®9.

Agli inizi degli anni 90, contemporaneamente all'affacciarsi di nuove
tecniche diagnostiche in oncologia, i limiti della stadiazione e rista-
diazione con imaging statico di tipo anatomico divennero evidenti.
La possibilita di identificare la presenza di tessuto neoplastico meta-
bolicamente attivo e quindi vitale, grazie alla presenza di un trac-
ciante quale il 18-fluoro deossiglucosio (FDG) ha permesso di
aumentare in modo decisivo la sensibilita e la accuratezza globale
della PET nella stadiazione e ristadiazione dell’LH.

Allinizio degli anni "90 il sistematico utilizzo della PET nella sta-
diazione del LH ha riclassificato come stadi pili avanzati fino al 25%
dei pazienti, principalmente per migrazione da stadio IIl a IV, ma

EORTC GHLSG Canadian HDSG
Large Large Large
mediastinal mediastinal mediastinal
mass mass mass

Risk Factors Age >50y. Extranodal Age >40y.

disease

ESR>50mm | ESR>50mm | ESR>40
=4 involved = 3 involved = 3 involved
regions regions regions

Tabella 2 — Fattori prognostici negli stads precoci (1 e I1) di malattia.

anche, in misura minore, da stadio II a stadio III o IV @,

Di conseguenza, la strategia terapeutica veniva modificata in circa
il 6-9% dei pazienti. Una conseguenza ancora pili rilevante della
capacita della PET e in generale dell'imaging funzionale di rilevare
la presenza di tessuto metabolicamente attivo, risulta particolar-
mente importante nel LH in cui la ristadiazione con TAC al ter-
mine del trattamento permette di riscontrare la presenza di una
massa residua in oltre due terzi dei pazienti, senza che questo reperto
condizioni un esito negativo della terapia nella maggior parte dei

pazienti 2®%7,
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Figura 2 — Fattori prognostici negli stadi avanzati (III e IV) di malattia.

In questi casi, definiti come risposta completa indeterminata (RCu)

secondo i criteri tradizionali radiologici IWC ®® la PET si ¢ rivelata

essenziale per riclassificare correttamente la presenza di masse residue
al termine del trattamento con un potere predittivo negativo (NPV)
del 95% @). Naturalmente il NPV dipende anche dall’intensita del

trattamento somministrato prima di eseguire la PET, essendo 94%

dopo BEACOPP escalated @), 92% ' dopo ABVD e solo 86%

dopo VEBEP . Nel 2007 la PET ¢ stata incorporata nei criteri di

risposta alla terapia dei linfomi ®? con due principali conseguenze:

* la categoria RCu ¢ stata abbandonata;

* la prognosi dei pazienti con risposta parziale (PR), malattia stabile
(SD) e malattia in progressione (PRO) ¢ stata definita con mag-
glore accuratezza rispetto alle categorie di risposta definite dai cri-
teri [IWC 9.,

Nel 2009, principalmente come conseguenza del progressivo diffon-

dersi di unaltra grande indicazione della PET - la valutazione pre-

coce della chemio-sensibilit mediante esecuzione dell’esame dopo
pochi cicli di chemioterapia - un gruppo di esperti ematologi e me-
dici nucleari, riunitosi a Deauville, ha proposto semplici e riprodu-
cibili criteri per la lettura della PET effettuata durante (Znzerim PET)

e dopo la terapia (PET finale) nei linfomi, utilizzando criteri d’in-

terpretazione visuale ®%. In pratica, lo scopo di tale proposta di stan-

dardizzazione ¢ stato di quantizzare l'entita della captazione residua

di FDG paragonandola visualmente alla intensita di captazione

dellFDG in organi di riferimento quali il pool vascolare mediasti-

nico ed il fegato, organi ritenuti relativamente stabili per entita di

captazione del FDG durante la PET. La intensita di captazione re-

sidua poteva essere quantizzata in modo crescente secondo una scala
numerica da I a 5 nel modo seguente (Figura 3). La soglia per defi-
nire un esame positivo ¢ stata fissata tra lo score (livello) 3 ¢ 4, in se-

guito all’osservazione che un certo grado di captazione aspecifica di

FDG puo essere considerata fisiologica e non dipendente dalla per-

sistenza di cellule neoplastiche vitali, ma dalla presenza di reazione

inflammatoria aspecifica all'inflammazione e alla necrosi tessutale
indotte dalla chemio- o radio-terapia .

Nel 2013 nel corso del 12° congresso internazionale sui linfomi ma-
ligni tenutosi a Lugano si ¢ definitivamente stabilito un ruolo stan-
dard della PET nella stadiazione e ristadiazione ad znterim ed al

3637, Questi ultimi

termine della terapia nei linfomi avidi di FDG ¢

sono la stragrande maggioranza dei sottotipi istologici, con la ecce-

zione dei linfomi extra-nodali cutanei e del MALT, del linfoma lin-

focitico e della leucosi linfatica cronica ®¥. Le conclusioni raggiunte

da questo gruppo di esperti furono quelle riportate di seguito.

FDG-PET per la stadiazione

¢ LaPET deve essere considerata uno strumento standard per la sta-
diazione dei linfomi FDG-avidi. La TAC senza mezzo di contrasto
e a basso voltaggio dovrebbe essere eseguita contemporaneamente
alla PET in una singola sessione d’esame.

¢ LaTAC con mezzo di contrasto non ha piti un’indicazione precisa
nello staging se non (i) quando ¢ richiesta una misurazione precisa
delle dimensioni linfonodali, (ii) per distinguere la presenza di
adenopatie da anse intestinali contigue; (iii) per la definizione di
trombosi/compressione di grossi vasi contigui ad adenopatie; (iv)
per programmare i campi di irradiazione per la terapia radiata (/n-

volved field or involved nodal).

Deauville score (DS)

a2 Score 1 no uptake
a Score 2 uptake € mediastinum

a Score 3 uptake > mediastinum but < liver
————————————————————————— Sabmtabmteld  Positivity threshold
o Score 4: moderately fuptake > liver

o Score5 markedly tuptake > liver and/or new sites

of disease

Barrington 5: Eur J. Nucl Med Mol Imaging, 2010;;37:1824-33
Meignan M. Leukemia & Lymphoma 2009; 50(8): 1257-1260

Figura 3 — Score di Deauville per la interpretazione visuale della PET.




* Per la definizione di massa bulky la sede linfonodale di maggiori
dimensioni deve essere misurata sul suo diametro assiale maggiore.
La definizione di bulky per I'LH resta invariata rispetto a quanto
proposto dal meeting di Cotswolds (massa con diametro assiale
maggiore o uguale a 10 cm o, se mediastinica, massa con diametro
trasverso uguale o maggiore di un terzo del diametro transtoracico
a livello di D6) 9.

* Lalocalizzazione splenica da parte di LH viene definita come una
fissazione omogenea o multifocale (macro o micro-nodulare) o in
forma di singola massa di grandi dimensioni in una milza normale
per dimensioni o in presenza di splenomegalia (definita dalla pre-
senza di viscere con diametro massimo assiale uguale o superiore
a 13 cm).

¢ Linteressamento epatico da parte di LH viene definito come una
fissazione focale (micro o macro nodulare) o diffusa di FDG in
sede epatica, indipendentemente dalle dimensioni del viscere.

¢ Linteressamento osteo-midollare da parte di LH ¢ definito come
una fissazione focale a livello osseo di FDG. Dal momento che in
nessun caso la biopsia osteo-midollare fornisce indicazioni aggiun-
tive e utili al trattamento in un paziente stadiato con FDG-PET,
la biopsia osteo-midollare non ¢ pit indicata in questo contesto
clinico.

* La presenza di sintomi sistemici (rialzo febbrile, calo ponderale e
sudorazioni notturne) che definiscono due sottogruppi nella sta-
diazione di Ann Arbor (A: assenza; B: presenza di sintomi siste-
mici) ancorché non ben definiti, rimangono importanti solo nel
linfoma di Hodgkin, perché in questa malattia il trattamento ¢
modulato dalla presenza o assenza di tali sintomi.

FDG-PET per la ristadiazione precoce

¢ Seesiste I'indicazione clinica a valutare chemio-sensibilita del LH
precocemente durante il trattamento, la inzerim PET ¢ lo stru-
mento di scelta.

* La chiave di lettura della snserim PET ¢ la scala di Deauville a 5 punti.

* Uno score da 1 a 3 definisce una interim PET come negativa nel
caso che sulla base di tale risultato il trattamento debba essere
intensificato, mentre in caso di riduzione di intensita di tratta-
mento ¢ consigliabile considerare negativa una inzerim PET con
score 1 e 2.

* Non esistono al momento evidenze cliniche sufficienti per inten-
sificare o de-intensificare il trattamento sulla base della inzerim
PET nella pratica clinica quotidiana.

* Nel caso si preferisca un lettura quantitativa della PET (mediante
valutazione del SUV e di altri parametri da esso derivati) la stan-
dardizzazione delle apparecchiature e delle procedure di scanning
deve essere fatta sia nella pratica quotidiana che nei trials clinici.

FDG-PET per la ristadiazione al termine della terapia.

* La PET ¢ lo strumento diagnostico standard per la valutazione

della risposta alla terapia nei linfomi FDG-avidi.

Linfoma di Hodgkin

¢ La chiave di lettura della PET fine trattamento ¢ la scala di Deau-
ville a 5 punti.

* Lo score 1, 2 e 3 rappresentano una risposta metabolica completa
(CMR). Uno score 4 o 5 con riduzione di fissazione di FDG ri-
spetto alla PET basale costituisce una risposta metabolica parziale
(PMR). Un aumento di fissazione di FDG a score 5, la presenza
di score 5 senza diminuzione di fissazione, e la comparsa di nuovi
foci di fissazione di FDG compatibili con localizzazioni linfoma-

tose rappresentano una non risposta e/o progressione.

Ristadiazione precoce

La velocita della risposta al trattamento ¢ stata considerata da sempre
un parametro indiretto di chemio-sensibilita e quindi di buona pro-
gnosi in numerose neoplasie ematologiche e solide. Nel LH in stadio
intermedio-avanzato, fin dal 1987 era stato dimostrato che i pazienti
che raggiungevano la remissione dopo 3 cicli di MOPP avevano una
prognosi nettamente migliore della intera popolazione trattata, con
una sopravvivenza a 8 anni del 90% rispetto al 55% della intera co-
orte di pazienti ).

All'inizio del millennio la capacita della PET di valutare la presenza
di tessuto residuo metabolicamente attivo alla fine della chemiote-
rapia ¢ stata sfruttata per valutare, precocemente nel corso della che-
mioterapia, la chemio-sensibilita del LH. Tale utilizzo della PET &
stato probabilmente il contributo piti importante di questo stru-
mento diagnostico e prognostico nella gestione globale del LH. Que-
stottima performance dipende da molti fattori, ma probabilmente
il pitt importante risiede nella peculiare architettura istopatologica
del LH: rare cellule neoplastiche, le cellule di HRS e le cellule di
Hodgkin, circondate da una predominante popolazione di cellule
non neoplastiche, reattive alla presenza delle cellule linfomatose.
Questa popolazione cellulare, che costituisce il ME ¢ una popola-
zione attivata e attratta in loco grazie ad un gradiente citochinico.
Tali cellule, che sono attivate dalle HRS e a loro volta garantiscono
la immortalizzazione di queste ultime, risultano funzionalmente
poco attive e non immunologicamente competenti, dimostrano per
converso un metabolismo cellulare molto attivo, e sono ritenute re-
sponsabili della fissazione di FDG da parte del tessuto neoplastico.
La precoce lisi delle HRS da parte della chemioterapia causa a sua
volta il silenziamento metabolico ¢ il conseguente azzeramento della
captazione di FDG da parte delle cellule del ME, che, come accen-
nato in precedenza, rappresentano oltre il 95% delle cellule del tes-
suto. Queste ultime, quindi, funzionano da amplificatore della
capacita della PET di localizzare tessuto neoplastico vitale, € sono in
ultimo responsabili della grande accuratezza della inzerim PET nel
predire la chemio-sensibilita del tumore “”. Come dato di fatto, la
PET effettuata precocemente nel corso della terapia si ¢ dimostrata
lo strumento pit efficace nel predire la risposta finale al trattamento
nel LH in stadio avanzato (IIB-IVB) trattato con ABVD “V. Sia




negli stadi precoci che in quelli avanzati la PET effettuata dopo 2
cicli di chemioterapia con ABVD ha dimostrato un elevatissimo po-
tere predittivo negativo mentre il potere predittivo positivo ¢ risultato
deludente negli stadi precoci sia per la bassa tendenza a recidivare
della malattia in stadio limitato sia per la capacita della radioterapia
di indurre la remissione della malattia in pazienti che sono risultati
resistenti alla chemioterapia “> %,

Negli stadi avanzati invece la PET ¢ risultata molto pit efficace nel
predire la risposta alla terapia rispetto allo score di Hasenclever: i pa-
zienti con una PET positiva dimostravano una sopravvivenza libera
da progressione a 2 anni (2-y PFS) contro una PES del 95% per
quelli con una PET-2 negativa, qualunque fosse lo score IPS dei pa-
zienti (Figure 4, 5). Come logica conseguenza di questa osservazione
numerosi trials sono stati proposti, tesi a valutare il ruolo dell'inten-
sificazione del trattamento nei pazienti che dimostravano una 7nte-
rim PET positiva o, reciprocamente, il ruolo della de-intensificazione
in pazienti che dimostravano una snterim PET negativa “9.

In molti di questi trials, sia nella malattia limitata che in quella avan-
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Figura 4 — Valore predittivo della interim PET negli stadi precoci di malattia ™.
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Figura 5 — Valore predittivo della interim PET negli stadi avanzati di malattia. ™

zata, la terapia adattata alla PET era paragonata con due braccia di
trattamento randomizzato alla terapia standard.
Nell'LH in stadio precoce due trials clinici condotti rispettivamente
dal National Cancer Research Institute inglese e dall’organizzazione
europea per la lotta contro il cancro (EORTC), sono stati condotti
per valutare la fattibilita e la sicurezza della chemioterapia non se-
guita da radioterapia. Questi due studi sono giunti a conclusioni op-
poste: il trial inglese era stato disegnato per dimostrare una riduzione
di efficacia non superiore al 6% in termini di PFS a 3 anni per i pa-
zienti trattati con la chemioterapia sola rispetto a quelli trattati con
terapia combinata, e I'endpoint risultava raggiunto, mentre nel trial
EORTC i pazienti trattati con sola chemioterapia non hanno rag-
giunto I'endpoint della non inferiorita rispetto a quelli trattati con
la terapia combinata con irradiazione e chemioterapia “>%.
Nel LH in stadio avanzato ¢ stato valutato sia il ruolo dell’intensifi-
cazione precoce della chemioterapia in pazienti con una interim PET
positiva dopo 2 cicli di ABVD, sia il ruolo della de-intensificazione
del trattamento in pazienti con una interim PET negativa dopo 2
cicli di BEACOPP escalated.
[ risultati preliminari dei tre studi, tesi a valutare il ruolo della in-
tensificazione della terapia in pazienti in stadio avanzato con PET
interim positiva, possono essere cosi riassunti:
* circa il 10% dei pazienti con una PET-2 negativa, nonostante la
teorica buona prognosi, vanno incontro a fallimento della terapia;
e circa due terzi (60-70%) dei pazienti con una interim PET positiva
possono essere salvati dalla terapia con BEACOPP escalated;
* la sopravvivenza libera da progressione a tre anni della intera co-
orte dei pazienti sembra essere superiore del 5-10% rispetto ai pa-
zienti trattati con la terapia standard con ABVD “/.

Radioterapia: metodologia
ed indicazioni

Solo sette anni dopo la scoperta dei raggi X da parte di Wilhelm
Conrad Roentgen nel 1895, il primo caso documentato di HL ¢
stato trattato con la radioterapia “¥.

Un bambino di 4 anni con linfoadenopatia laterocervicale delle di-
mensioni di un pugno venne inviato al dott. Pusey, dermatologo
presso I'Universita dell Tllinois, e dopo una seduta di radioterapia la
massa si ridusse miracolosamente ad una piccola tumefazione delle
dimensioni di una mandorla. Negli anni successivi la radioterapia
venne impiegata in numerosi casi di LH e, benché efficace, si riveld
presto una terapia palliativa. Gli strumenti di allora erano in grado
di produrre solo raggi X a basso voltaggio, ¢ la malattia invariabil-
mente andava incontro a recidiva. Negli anni 20 vennero messi a
punto strumenti in grado di generare radiazioni a partire da kilovol-
taggi e nel 1939 un radioterapista svizzero, René Gilbert, ottenne la
prima remissione di lunga durata in un paziente affetto da LH trat-

tato con radioterapia con campi di irradiazione che prevedevano non




solo la sede interessata dalla linfoadenopatia, ma anche sedi contigue.
Nel 1950 Vera Peters, una radioterapista dell Istituto di Radioterapia
dell'Ontario, trattd con radioterapia a campi estesi un numero tale
di pazienti con LH in stadio precoce da poter concludere che il
morbo di Hodgkin poteva essere curato con la radioterapia. Da al-
lora la radioterapia ha mantenuto un ruolo essenziale nella terapia
del LH in stadio precoce e un ruolo accessorio nella terapia del LH
avanzato, come consolidamento della chemioterapia sulle masse
bulky presenti all’esordio o sulle masse residue al termine della che-
mioterapia. La radioterapia di oggi si basa esclusivamente su fotoni
ad alta energia emessi da un acceleratore lineare.

Negli ultimi 40 anni la tecnologia in campo radioterapico ha fatto
enormi progressi sia per quanto riguarda la dosimetria, con una di-
stribuzione sempre pit omogenea delle dosi radioterapiche ai tessuti
linfomatosi, sia nella definizione anatomica dei campi da irradiare,
con una progressiva riduzione della esposizione 1 tessuti circostanti
alla lesione alle radiazioni ionizzanti. Oggi, grazie alla combinazione
di radioterapia e chemioterapia, oltre '80% dei pazienti con LH ot-
tiene una guarigione. Sfortunatamente, questi ragguardevoli risultati
terapeutici hanno un prezzo in termini di effetti collaterali, preva-
lentemente a lungo termine, e prevalentemente dovuti alla radiote-
rapia: 'emergenza di eventi acuti cardiovascolari oltre 5 anni dalla
fine della radioterapia “” e neoplasie secondarie, con un rischio re-
lativo di secondi tumori a 30 anni del 18% per i soggetti maschili e
del 26.1% per i soggetti femminili . Non stupisce quindi la ricerca
di metodologie tese a limitare il pitt possibile la esposizione alla ir-
radiazione dei tessuti sani. All'inizio degli anni ’80, grazie alla dispo-
nibilita della TC, un primo passo in questo senso ¢ stato il passaggio
della terapia dai campi estesi (i cosiddetti campi di irradiazione “a
mantellina” per la malattia sopradiaframmatica e a “Y rovesciata” per
la malattia sotto-diaframmatica), alla tecnica Jnvolved field (IFRT)
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nella quale vengono dapprima contornate ¢ identificate nella TC le

regioni da irradiare e quindi vengono irradiate solo le stazioni ana-

tomiche linfonodali in cui si localizza il linfoma (Figure 6 ¢ 7).

Con il continuo progresso delle apparecchiature e tecnologie, con la

possibilita di disegnare campi di irradiazione in tridimensionale e

infine con I'avvento della PET, ¢ stato possibile un ulteriore decisivo

passo in avanti nella riduzione della esposizione dei tessuti sani alla
irradiazione, utilizzando campi di radioterapia limitati al volume oc-
cupato dalle diverse adenopatie interessate dal linfoma: la cosiddetta

radioterapia con tecnica Involved nodal (INRT) (Figure 8, 9).

Diversamente dalla tecnica IFRT in cui la radioterapia viene som-

ministrata alla intera regione linfonodale interessata dal linfoma, la

INRT prevede l'irradiazione del volume occupato dal linfonodo alla

diagnosi e dal suo residuo alla fine della chemioterapia pilt una zona

di 1 cm attorno al residuo post-attinico 5. Per poter identificare

correttamente le zone da irradiare si & reso necessario la definizione

di precise volumetrie, utili alla identificazione anatomica delle masse

linfomatose alla diagnosi e dopo la chemioterapia, con le relative ter-

minologie, come recentemente dettagliato dal ILROG (Internatio-

nal Lymphoma Radiation Oncology Group) 5?:

* Gross Tumor Volume (GTV): si riferisce alla posizione d’estensione
del volume linfomatoso: in pratica tutte le lesioni tumorali che
possono essere viste, palpate o delineate nelle tecniche di imaging.
In pratica il GTV viene delineato manualmente sulle immagini
trans-assiali della CT alla diagnosi.

* Clinical Target Volume (CTV): normalmente costituito dal GTV
assommato a un volume che circonda il GTV e che tiene conto:
della possibilita che il tumore si espanda dopo I'imaging e prima
della terapia, delle localizzazione sub-microscopiche della malattia,
delle vie di diffusione della malattia stessa. Ad esempio: se le ade-
nopatie distano tra loro piti di 5 cm differenti e multipli CTV an-

Figure 6 e 7 — Radioterapia a campi estesi: ‘o mantellina (sinistra) e a “Y rovesciata (destra).




Figure 8 e 9 — Radioterapia secondo Involved field (sinistra) e Involved nodal (destra).

dranno delineati, ma se sono pili vicine di tale distanza un unico
CTV puo essere delineato.

o Internal Target Volume (ITV): ¢ costituito dal CTV pilt un volume
che tiene conto delle incertezze legate alla forma piti 0 meno irre-
golare del tumore, ai movimenti durante I'imaging, alla posizione
del paziente durante la seduta di imaging. Nel torace ¢ nelladdome
superiore, per via dei movimenti respiratori, un margine di 3 cm
in alto e in basso in pil rispetto al CT'V serve a delineare il ITV.

* Planning Target Volume (PTV): ¢ legato alla tecnica di irradiazione
di ogni singolo centro di radioterapia e al grado di immobilita del
paziente durante la seduta radioterapica della sede da irradiare e

dalla cooperazione del paziente.

Dosi e campi di irradiazione

Per pazienti con malattia in stadio precoce e cLH in CR dopo che-

mioterapia, il CTV deve essere delineato in accordo con i trial tede-

schi HD10 ¥ e HD11 ©%. Per i pazienti con malattia in stadio

precoce favorevole la dose ¢ di 20 Gy mentre per i pazienti con ma-

lattia in stadio limitato sfavorevole la dose ¢ di 30 Gy. Per quanto ri-

guarda la delineazione del CTV, la procedura standard secondo le

linee guida internazionali del ILROG ¢ la seguente ©2:

* Le immagini CT pre-chemioterapia sono usate per contornare il
GTV: GTVct

* Le immagini PET pre-chemioterapia sono usate per contornare
il GTV: GTVpet

* Le immagini CT pre-chemioterapia vengono fuse con le immagini
CT post-chemioterapia e il GTVct e il GTVpet vengono impor-
tati sulle immagini CT.

¢ Il CTV viene cosi contornato, tenendo presente il GTVct e il
GTVpet pre-chemioterapia, tenendo perd conto della riduzione
di volume del tumore dovuto alla chemioterapia.

Nella delineazione del CTV occorre rispettare tutte le strutture anato-
miche che non sono mai state infiltrate dal linfoma, come polmoni,

pareti toraciche, muscoli e strutture mediastiniche normali (Figura 10).

Terapia

LLH non deve essere solo considerato una malattia paradigmatica
per quanto riguarda il concetto di stadiazione e ristadiazione tumo-
rale, di utilizzo di modelli prognostici e fattori predittivi di risposta
alla terapia, ma anche come modello di studio in Oncologia per la
programmazione concatenata di trials clinici successivi finalizzati al
progtessivo miglioramento dell’efficacia della terapia.

La costante evoluzione tecnologica dei metodi diagnostici ha per-
messo anche un'evoluzione degli strumenti prognostici, dapprima
utilizzati per definire categorie di pazienti con differente rischio di
refrattarietd alla terapia e candidati a regimi di chemio- e radio-tera-
pia omogeneli, e successivamente impiegati per programmare una
strategia terapeutica adattata al rischio di insuccesso del trattamento
nel singolo paziente. Oggi la terapia del LH pud considerarsi come
un successo di un moderno approccio terapeutico oncologico basato
sulla combinazione di due trattamenti ben distinti: la radioterapia e
la chemioterapia, somministrati con tre diversi livelli di intensita, ri-
spettivamente nel LH limitato (stadio I-1I) favorevole, nel LH limi-

tato sfavorevole ¢ stadio avanzato (III ¢ IV) (Figura 1).

Pazienti in stadio limitato

Malattia favorevole

Circa un terzo dei pazienti con diagnosi di LH presenta una malattia
in stadio limitato favorevole ®°. Tale definizione riguarda i pazienti
in stadio I o II senza fattori di rischio sfavorevoli come presenza di
sintomi B, malattia ulky (definita come una massa mediastinica

>10 cm o superiore ad un terzo del diametro mediastinico), VES




>50 (0 >30 se ¢ presente una malattia bulky) e coinvolgimento di
pit di tre siti nodali o malattia extra-nodale. Nello studio tedesco
HD7 condotto dal gruppo multicentrico German Hodgkin Study
Group (GHSG) la combinazione di un breve ciclo di chemioterapia
seguito da radioterapia extended field (EF-RT) si ¢ dimostrato mag-
giormente efficace in termini di sopravvivenza libera da fallimento
della terapia (Freedom From Treatment Failure: FFTF) a 7 anni ri-

5657, Nei primi anni del terzo millennio,

spetto alla sola radioterapia
allo scopo di evitare le gravi morbilita e mortalita a lungo termine
della radioterapia, e con la disponibilita di nuove tecniche tridimen-
sionali radiologiche e anche di imaging funzionale per la definizione
dei campi da irradiare, con sempre maggiore frequenza sono state
proposte tecniche di irradiazione secondo involved field (IF) (campi
di irradiazione limitati alla sola regione anatomica di una specifica
sede linfonodale: ad esempio inguine o ascella) anziché extended field
(EF) (campi di irradiazione che si estendono a diverse stazioni linfo-
nodali: ad esempio mantellina o a Y rovesciata, vedi sezione prece-
dente). Determinanti sono stati gli studi di Tubiana et al.®% ¢ il pit
recente studio di Haskin et al. del 2005 ©” che non hanno dimostrato
una significativa superiorita della radioterapia EF sulla radioterapia
IF in termini di sopravvivenza globale (OS), ma con una tossicita
polmonare della radioterapia estesa non trascurabile. Qualche anno
pis tardi anche la pubblicazione, da parte del GHSG del trial clinico
a 4 braccia HD10 ha permesso di identificare la dose ottimale di
chemioterapia con ABVD e di radioterapia IF per gli stadi precoci
sia favorevoli che sfavorevoli: rispettivamente 2 cicli di ABVD seguiti
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da RT-IF a 20 GY per la malattia limitata favorevole e 4 cicli di
ABVD seguiti da RT-IF a 30 Gy per la malattia limitata sfavorevole.
Lo studio ha dimostrato una OS del 95% e una sopravvivenza libera
da progressione (PFS) del 86%, entrambe sovrapponibili nelle 4 brac-
cia, ma ha evidenziato una netta riduzione della tossicita nel braccio
con 2 cicli dii ABVD e con basse dosi di radioterapia (20Gy) 2.

Per contro, lo studio clinico condotto dal EORTC HD6 ha ribadito
una sostanziale equivalenza in termini di efficacia della terapia com-
binata (chemioterapia e radioterapia) rispetto alla chemioterapia
sola, ma una netta riduzione della tossicita con quest’ultimo tipo
di terapia ©”. In accordo con le linee guida ESMO © comunque il
gold standard di trattamento nei pazienti con malattia limitata a pro-
gnosi favorevole rimane la combinazione ABVD per due o tre cicli,
seguita da radioterapia [F-RT (20 Gy 0 30 Gy). Le linee guida nord-
americane NCCN (National Comprehensive Cancer Network) esten-
dono le raccomandazioni anche allo schema Stanford V, ma la
superioritd in questo schema rispetto allABVD non ¢ effettivamente
mai stato provato 2. Del tutto recentemente sono stati pubblicati i
risultati dello studio inglese RAPID, condotto dal National Cancer
Research Institute teso a valutare la fattibilitd e la sicurezza di un trat-
tamento chemotherapy only nei pazienti in stadio I e IIA non bulky
che presentavano una PET negativa dopo 3 cicli di chemioterapia
con ABVD ), 11 trial era stato disegnato, dal punto di vista stati-
stico, per dimostrare una riduzione di efficacia inferiore al 6% in
termini di PFS dei pazienti trattati con la sola chemioterapia rispetto

ai pazient trattati con la terapia combinata chemio-radiante.

(1) The CT images of the pre-chemotherapy PET/
CT are used to delineate the initially involved
lymphoma volume, the GTV

(2) The PET images of the pre-chemotherapy PET/
CT are used to delineate the initially involved
lymphoma volume, the GTV,,;

(3) The pre-chemotherapy GTV, is fused with
the post-chemotherapy CT scan, and the GTV
imported

(4) The pre-chemotherapy GTV,; is fused with
the post-chemotherapy CT scan, and the
GTVper imported .

(5) Clinical target volume, created by modifying
GTV,; and GTV,,, on the post-chemotherapy CT
scan.

Specht L: Int. J Radiation Oncol. Biol. Phys. 2014; 89 (4) 854-62

Figura 10— Moderna radioterapia conformazionale con utilizzo di CT ¢ PET/CT.




Gli Autori di tale studio hanno potuto concludere che I'end-point
dello studio era stato raggiunto dal momento che la omissione della
radioterapia causava una riduzione, in termini di punti percentuali

di PES, inferiore al 6% ( per la precisione 3.8%).

Malattia sfavorevole

Anche nelle forme di malattia a stadio limitato ma a prognosi sfa-
vorevole la combinazione tra chemio e radioterapia deve ritenersi il
trattamento standard. Limportante studio tedesco HD11%, che ha
arruolato 1.395 pazienti randomizzati in quattro braccia di tratta-
mento: 4 cicli di ABVD seguiti da RT-IF a 20 0 a 30 Gy e 4 cicli di
BEACOPP standard seguiti da RT-IF a 20 0 a 30 Gy ha dimostrato
una equivalenza, in termini di FFTF a 5 anni, del BEACOPP ri-
spetto allABVD, se quest’ultimo ¢ seguito da RT-IF a 30Gy.
A fronte di una maggiore efficacia in termine di remissione completa
del regime BEACOPD, tale sostanziale equivalenza poteva ritenersi
strettamente dipendente dalla maggiore morbilita e mortalita a lungo
termine non legata al linfoma di quest’ultima rispetto al’ABVD.
La conferma per contro della superiorita della RT a 30 Gy rispetto
a20 Gy viene ripresa dalle linee guida ESMO ©" che indicano come
tractamento standard del LH in stadio limitato sfavorevole 4 cicli di
ABVD seguiti da RT-IF a 30 Gy. Uno studio successivo di Treskow
etal, 2013 “¥lo HD14, riprende I'idea di base dello HD11, con
I'obiettivo di migliorare la PFS e la FFTF con un trattamento com-
binato maggiormente aggressivo: 2 cicli di BEACOPP escalated se-
guiti da 2 cicli ABVD e da RT-IF a 30 Gy sono comparati in modo
randomizzato al braccio standard di 4 cicli ABVD seguiti da RT-IF
a 30 Gy. Il trattamento intensificato, pur ottenendo una migliore
PES, non ha alla fine definito una vera e propria superiorita rispetto
al solo ABVD, ma, come atteso, ha riportato dati di maggiore tos-
sicitd sia a breve che a lungo termine. Il trattamento ottimale della
malattia a stadio limitato sfavorevole con massa bulky resta ancora
da definire ed ¢ attualmente oggetto di trials clinici tesi a valutare il
ruolo della interim-PET nel modulare la intensita di trattamento in
base alla valutazione precoce della chemio-sensibilita. Le linee guida
NCCN cercano di rispondere a tale quesito e auspicano per tale tipo
di malattia un trattamento maggiormente aggressivo: I'alternativa
allABVD per 4 cicli seguito da RT a 36 Gy pud essere un tratta-
mento combinato con 2 cicli di BEACOPP escalated e 2 cicli di
ABVD seguito da RT a 36 Gy o lo Stanford V per 3 cicli ©.

Pazienti in stadio avanzato

Per definizione appartengono a tale gruppo i pazienti in stadio III o
IV. A differenza delle forme in stadio iniziale 'impiego della radio-
terapia & ancora oggi dibattuto e limitato al ruolo di consolidamento
sulle masse residue a fine terapia e sulle masse bulky alla diagnosi.
I trattamento standard ¢ basato essenzialmente sulla chemioterapia.
Nei pazienti con massa bulky la radioterapia viene presa in conside-

razione qualora persista, alla fine del trattamento chemioterapico

una minima captazione PET; residuale e confinata nella sede anato-
mica riscontrata pre-terapia. La chemioterapia considerata standard
allinizio degli anni novanta negli stati Uniti e in svariati paesi euro-
pei prevedeva 6-8 cicli dii ABVD ©" ¢ con il raggiungimento della
remissione completa nell’80% circa dei pazienti, mantenuta nel
tempo perd solo nel 70% dei casi. Esistevano quindi ampi margini
di miglioramento. La pubblicazione da parte del GHSG del trial cli-
nico HD9 @ ha cercato di rispondere al quesito se una chemiotera-
pia con pilt farmaci e con una maggiore dose intensity rispetto
al’ABVD potesse migliorare I'outcome a lungo termine dei pazienti.
A tale scopo sono stati arruolati nello studio 1.196 pazienti con un
periodo di osservazione di 10 anni circa. I pazienti venivano rando-
mizzati a tre schemi di chemioterapia differenti: COPP alternato ad
ABVD (COPP/ABVD) per un totale di 8 cicli, BEACOPP baseline
per 8 cicli e BEACOPP escalated per 8 cicli. I risultati hanno dimo-
strato una sopravvivenza globale (OS) a 10 anni rispettivamente del
75%, 80%, ¢ 86%. Da allora il regime BEACOPP escalated & rima-
sto in Germania e in molti altri stati Europei il gold standard per il
trattamento dei pazienti con malattia in stadio avanzato.

Risultati simili ai dati del GHSG ma conclusioni differenti sono
state riportate da Viviani et al. dell'Istituto Nazionale dei Tumori
@, in uno studio randomizzato di terapia di prima linea tra BEA-
COPP escalated e ABVD seguiti da radioterapia di consolidamento,
quando indicato. Sono stati arruolati 331 pazienti, e dopo un follow
up mediano di 61 mesi la sopravvivenza libera da prima progressione
(freedom from first progression: FFFP) a 7 anni ¢ stata dell'85% tra i
pazienti nel braccio BEACOPP (82% nel GHSG) e del 73% nei
pazienti nel braccio ABVD (p = 0,004) con un event free survival
(EES) a7 aa del 78 e del 73%, rispettivamente (p = 0,15).

Un totale di 65 pazienti recidivati (20 del braccio BEACOPP e 45
del braccio ABVD) sono andati incontro ad un trattamento di se-
conda linea per lo piti con alte dosi di chemioterapia seguite da au-
totrapianto, raggiungendo una sopravvivenza libera da seconda
progressione a 7 anni e una OS a 7 anni del 88% e 89% nel gruppo
trattato inizialmente con BEACOPP (86% nello studio GHSG) e
82% e 84% nel gruppo trattato inizialmente con ABVD, senza una
differenza statisticamente significativa tra le due strategie terapeuti-
che (rispettivamente p = 0,12 e p = 0,39).

Questi dati confermano come ['iniziale vantaggio in termini di PES
del BEACOPP rispetto al’ABVD sia in realta a lungo termine ri-
dotto, con risultati simili nellOS, non giustificando il prezzo della
sua tossicita a breve ed a lungo termine nel braccio trattato intensi-
vamente: una media del 20% di ricoveri per complicanze infettive, il
3% dei pazienti ha una mortalita correlata alla terapia, il 2-3% pre-
senta seconde neoplasie, infertilith maschile e menopausa precoce ©%.
In definitiva, dal momento che il LH risulta comunque curabile in
oltre I'85% dei casi, la sfida principale nella malattia in stadio precoce

ed avanzato attualmente consiste nel cercare di aumentare ulterior-




mente i casi in cui ¢ possibile raggiungere una remissione duratura,
riducendo al contempo al minimo la tossicita indotta dal tratta-
mento. I raggiungimento di questo obbiettivo ¢ stato concretamente
I'endpoint del trial clinico Italiano GITIL/FIL HD0G607, che ¢ ba-
sato sul presupposto che la valutazione precoce della chemio-sensi-
bilita mediante FDG-PET effettuata dopo 2 cicli di chemioterapia
permette di intensificare il trattamento nei (pochi) pazienti chemio-
resistenti e di mantenere inalterata la intensita della chemioterapia

(69

nei (molti) pazienti chemio-sensibili . Tale studio, come quello

molto simile condotto dall'Istituto Nazionale per la Ricerca sul Can-
cro Inglese (NCRI), il RATHL ", ha dimostrato che tale approccio
ha permesso di migliorare i dati storici ottenuti con la terapia stan-
dard con ABVD dal momento che circa '80-85% di tutti i pazienti
in stadio avanzato otteneva una remissione duratura della malattia

dopo una mediana di osservazione di circa tre anni.

LH a predominanza linfocitaria

Frequentemente la forma nodulare a prevalenza linfocitaria
(NLPHL) pud presentare delle forme di confine con il LNH folli-
colare (FL), il LNH a grandi cellule B (DLBCL) e il T-cell rich B-
cell lymphoma (TCRBCL). In questo sottotipo di LH molti
continuano a ritenere la radioterapia IF o IN alla dose di 30 Gy trat-
tamento standard per lo stadio precoce IA ©7172

Lo studio di fase IT condotto dal GHSG ha arruolato 21 pazienti
nell'arco di 5 anni, dal 1999 al 2004, trattati con solo rituximab (an-
ticorpo monoclonale anti CD20+) riportando un ORR del 94%
(follow up mediano 63 mesi, range 3-84). Il rituximab deve comun-
que essere inserito in un regime di poli-chemioterapia secondo lo
schema terapeutico R- CHOP (rituximab, ciclofosfamide, doxoru-
bicina, vincristina e prednisone) nei pazienti in stadio IB —IV.

LH ricaduto o refrattario

Il LH rappresenta un successo della moderna chemioterapia e ra-
dioterapia oncologica ed ¢ oggi considerata una neoplasia curabile,
con circa il 80% dei pazienti che acquisiscono un controllo a lungo
termine della malattia dopo terapia di 1° linea e il 90% dei pazienti
che sopravvivono, liberi da malattia, a 10 anni 7. Nonostante questi
ragguardevoli risultati, il 10-15% dei pazienti con malattia limitata
e il 20-30% dei pazienti con malattia avanzata vanno incontro a re-
cidiva, e una parte di questi soccombe per la malattia stessa ©. La
chemioterapia ad alte dosi (HDCT) seguita da autotrapianto
(ASCT) rappresenta il trattamento standard per i pazienti con LH
ricaduto. Il regime di condizionamento con chemioterapia ad alte
dosi prima del ASCT attualmente piti usato ¢ il BEAM (BCNU,
etoposide ARA-C e melphalan). La superiorita in termini di evens-
free survival (EFS) dei regimi che includono ASCT verso la semplice
chemioterapia di salvataggio ¢ dimostrata dal risultato di due trials
prospettici 7479

Lo stesso tipo di terapia per 'LH ricaduto ¢ quella che viene scelta
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da molti centri per il LH refrattario, sempre che la malattia si dimo-
stri chemio-sensibile nel corso della terapia di re-induzione della re-
missione. Nonostante questi assunti, alcune questioni rimangono
non risolte, come 'utilita dei fattori prognostici prima del ASCT; il
tipo e numero di regimi di salvataggio da somministrare prima del
ASCT e il ruolo della PET nel predire esito finale del trattamento.
Nella valutazione degli elementi prognostici o predittivi di risposta
alla terapia di 2° linea nel LH ricaduto, un vasto database di dati
provenienti dagli studi del gruppo cooperatore tedesco sul LH
(GHSG) e dal Gruppo Europeo per il trapianto di Midollo Osseo
(EBMT) ha permesso di evidenziare alcuni fattori statisticamente
legati all’esito della terapia di salvataggio 777

La prognosi di pazienti con malattia primitivamente refrattaria ¢ par-
ticolarmente severa e nettamente inferiore a quella di pazienti con
malattia ricaduta, con una sopravvivenza a 5 anni rispettivamente
del 30% e 76%, come dimostrato dallo studio GELA H89 7. Altri
fattori prognostici importanti si sono rivelati la durata della prima
remissione, lo stadio di malattia al momento della ricaduta e i valori

di emoglobina (Tabella 3).

Fattore Modalita 0S a 4 anni
Durata 1° remissione Recidiva precoce 47

Recidiva tardiva 73
Stadio alla ricaduta Stadio IV 46

Stadio I/l 77
Emoglobina F: Hb < 10.5 gr/dI 40

M: Hb < 12.0 gr/dl

F:Hb>10.5gr/d 79

M: Hb > 12.0 gr/dl

Tabella 3 — Fattori prognostici statisticamente significativi nel predire [outcome di
ASCT in una coorte di pazienti con LH recidivato 7.

Negli ultimi anni ha acquisito sempre pilt importanza la valutazione
della chemiosensibilita prima dell'autotrapianto. Studi recenti hanno
dimostrato che i pazienti con una PET negativa hanno una soprav-
vivenza libera da eventi (EES) a 5 anni di circa il 75% contro il 30%
per i pazienti che dimostrano una riduzione delle masse alla TAC

780 Questi risultati sono

ma una PET persistentemente positiva
stati confermati anche pilt recentemente presso il Memorial Sloan
Kettering Cancer Center di New York .

Un certo numero di regimi di polichemioterapia ¢ stato proposto
come terapia di seconda linea per il LH recidivato o refrattario.
Uno dei regimi pit1 usati in Europa ¢ il DHAP (desametazone, ARA-
Cad alte dosi, cis-platino) o il suo analogo DHAOX (desametazone,
ARA-C ad alte dosi, oxaliplatino). Sorprendentemente, né I'intensita
della dose né la cadenza dei farmaci somministrati pare influenzare
Pesito della terapia di 2° linea ma soltanto la chemiosensibilita valu-

tata precocemente durante la terapia di salvataggio: i pazienti che




ottenevano una risposta completa o parziale dopo DHAP non ave-
vano alcun vantaggio a proseguire la chemioterapia con un regime
ad alte dosi sequenziali (HDS) contenente ciclofosfamide
(4 g/m?), metotrexate i (8 g/m?) ed etoposide (2 g/m?) 2.
Successivamente, in uno studio randomizzato successivo, i pazienti
con LH ricaduto, venivano trattati con 2 cicli di DHAP e rando-
mizzati a proseguire chemioterapia con lo schema HDS o ad andare
directamente al ASCT: nessuna vantaggio veniva dimostrato in ter-
mini di EFS e OS per i pazienti trattati con DHAP + HDS verso i
pazienti trattati con solo DHAP prima del trapianto ®.

Un altro farmaco molto attivo nel LH in recidiva ¢ la Gemcitabina.
I regime polichemioterapico IGEV (Ifosfamide, Gemcitabina, Vi-
norelbina e prednisone) ha dimostrato una elevata attivit mobiliz-
zante sulle cellule staminali e una efficacia simile a quella del DHAP
(CR 54% and PR 27.5%) 4.

Un regime polichemioterapico molto usato negli Stati Uniti ¢ 'ICE
(ifosfamide, carboplatino e etoposide) o lo augmented ICE (Ifosfa-
mide 10 g/m” in infusione continua, etoposide 200 mg/m* e carbo-
platino con area sotto la curva (AUC) di 5). Anche in questo caso il
tasso di remissione completa ¢ stato del 50% ®.

Del tutto recentemente un anticorpo monoclonale umanizzato di-
retto (SGN-35) contro I'antigene CD30, coniugato con un'immu-
notossina (MMA), denominato Brentuximab-Vedotin (BV) si &
dimostrato molto attivo anche nel LH recidivato.

Il gruppo ha studiato specificamente il ruolo di BV nell'indurre una
negativizzazione della PET prima del ASCT: i pazienti con LH
ricaduto refrattario venivano trattati con due cicli di BV in mono-
terapia alla dose di 1.8 mcg/Kg., per un totale di 6 dosi, e successi-
vamente veniva effettuata una PET/CT: i pazienti con PET negativa
erano avviati ad ASCT mentre i pazient che dimostravano una
PET persistentemente positiva venivano trattati con due cicli di

ICE aumentato (v. sopra). I pazienti che ottenevano una negati-
vizzazione della PET procedevano ad ASCT, mentre quelli che ave-
vano una PET ancora positiva uscivano dallo studio.

Grazie a questo approccio terapeutico 34/45 (75%) ottennero una
negativizzazione e furono sottoposti ad ASCT; 10/11 pazienti con
PET positiva furono comunque in grado di procedere ad ASCT.
Tuttavia la prognosi dei pazienti con PET negativa risultd netta-
mente migliore di quelli con PET positiva ® (Figure 11, 12).

LH del paziente anziano

Epidemiologia e patogenesi

LLH nell’'anziano ¢, a tutti gli effetti, una malattia diversa rispetto a
quella del giovane adulto. Molteplici ragioni spingono a considerare
il LH dell'anziano una malattia a sé stante, ma la principale risiede
nella risposta alla terapia nettamente inferiore rispetto alla malattia
dell'adulto. Questo relativo insuccesso della terapia, a sua volta, ¢
stato imputato alla presenza di co-morbiditd, cattivo performance
status, differenze nella istologia e nella biologia di tale neoplasia in
questa fascia di etd. La co-morbidita sembra giuocare un ruolo de-
terminante: se si osservano contemporaneamente la incidenza di pro-
gressione di malattia e il decesso nelle popolazioni inferiori o
superiori ai 60 anni, nelle popolazioni pili giovani la morte era sem-
pre associata alla progressione di malattia, mentre nell’anziano il de-
cesso era indipendente dalla progressione della malattia ®” (Figura
13). In uno studio condotto nel 2003, Levis et al hanno trattato 105
pazienti anziani con il regime VEPEMB (vinblastina, ciclofosfamide,
procarbazina, prednisone, etoposide, mitoxantrone e bleomicina)
@) In analisi multivariata la co-morbiditd, insieme allo stadio avan-
zato e ai sintomi B risultava influenzare in modo significativo il con-
trollo a lungo termine della malattia: OS 59% vs. 74% (p < 0,01);
FES 40% Vs. 64%, (p < 0,02).

PET-adapted sequential therapy with BV and aug.-ICE induces FDG-
PET normalization in 76% of patients with relapsed/ refractory HL

Overall 34/45 (76%) of the patients obtained
PET-negativity before ASCT

45 patients valuable
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*ICE Aug.:
Ifosfamide 5 gr. /m2 with Mesna 5 gr/m2) day 1
Carboplatin [maximum dose 800 mg]) on day 3,

Etoposide 200 mg/m2 every 12 hours x 3 from day 1 Moskowitz A.: Lancet Oncol. 2015 Mar;18{3):284-92.
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Figure 11 e 12 — Strategia di salvataggio per pazienti affetti da LH ricaduto/refrattario, con strategia “PET Response-adapted™®.




Una conseguenza pratica di queste differenze ¢ di fatto stato un ar-
ruolamento nei trials clinici decisamente ridotto rispetto all’'adulto
¢, di conseguenza, una minore conoscenza delle caratteristiche bio-
logiche e cliniche del LH in eta geriatrica. Le differenze rispetto alla
forma dell’adulto iniziano con la epidemiologia: la incidenza mag-
giore si riscontra tra gli ispanici, con 6,5 casi nuovi / 100.000/anno,
seguita dalla razza bianca (4,5 casi nuovi/100.000/anno) e successi-
vamente dalle popolazioni africane 3,4 casi nuovi/100.000/anno)®.
Anche la biologia della malattia sembra nettamente diversa: l'istotipo
che si ritrova piti frequentemente nell’anziano ¢ la CM con una pre-
valenza variabile tra il 31 e il 509% ©*°2.

Lintegrazione del genoma del virus di Epstein-Barr nelle HRSc ¢
pilt frequentemente riscontrata nel paziente anziano rispetto al gio-
vane adulto, e sembra essere inoltre correlata con lo stadio pitt avan-
zato e con una sopravvivenza globale ridotta rispetto alla forma non
EBV correlata 9.

Le differenze biologiche non possono non condizionare la presen-
tazione clinica della malattia in questa fascia di etd: in generale i sin-
tomi B sono frequentemente uno dei primi campanelli di allarme e
spesso sono purtroppo confusi con altre malattie co-esistenti %, in-
terferendo o ritardando la diagnostica. La malattia si manifesta fre-
quentemente in forma disseminata e ad insorgenza sottodia-
frammatica *. Dal punto di vista prettamente statistico, le fasce di
eta superiore a 65 anni mancano ancora completamente di una va-
lutazione prognostica corretta perché non contemplate nel modello
prognostico IPS, in cui i pazienti con etd superiore ai 55 anni erano
solo il 9% e nessun paziente aveva pilt di 65 anni 7.

Del tutto recentemente ¢ stato proposto un modello prognostico
specifico per il paziente anziano con LH, basato su solo 2 fattori: eta
= 70 anni e perdita di punteggio dello score ADL per le attivita ele-

mentari della vita quotidiana “".

054 == <60 progression
2 60: progression

== < 60: death w/o progression
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Cumulative Incidence (probability)

0 2 1 6 8 10

Time (years)

Figura 13 — Probabiliti di progressione e cause di decesso in funzione della eti.®”
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Terapia

Per lungo tempo il trattamento standard di prima linea nel paziente
anziano ¢ stato la chemioterapia con ABVD, in modo del tutto uguale,
con la stessa posologia e relative dose intensity (RDI) del paziente giovane .
Quest'ultima, al di sotto di un certo valore, sembra influenzare netta-
mente esito del trattamento: in uno studio recente Landgren et al.
hanno riportato che una RDI per ABVD < 65% condizionava una OS
nettamente inferiore rispetto ai pazienti nei quali era possibile raggiun-
gere RDI superiori 7.

Da un’analisi di 117 pazienti con etd > 60 anni, inclusi nei proto-
colli HD10 ed HD11 del GHSG e trattati con 4 cicli di ABVD,
¢ emersa una notevole difficoltd a concludere I'intero trattamento
per la insorgenza di tossicita gravi (di grado 3 e 4 secondo la
WHO). La RDI nel paziente anziano ¢ stata inferiore rispetto a
quella nel paziente giovane (80% rispetto all'85%) e circa il 14%
non hanno potuto completare il trattamento con un 5% di mor-
talita correlata alla terapia rispetto allo 0.3% del paziente < 60 anni.
Le PES ed OS a 5 anni sono state stimate del 75 ed 81% nei pa-
zienti > 60 anni e del 90 e 97% nei pazienti < 60 anni, i pazienti
con una ridotta RDI (< 65%) hanno correlato con una minore so-
pravvivenza rispetto al paziente che ha terminato correttamente
tutti i cicli di trattamento 9. Gia nel 1996 gli studi di Levis et al.
avevano preso in considerazione ['utilizzazione di un regime che-
mioterapico che potesse essere meno tossico nell’anziano. Uno
schema CVP/CEB (clorambucile, vinblastina, procarbazina e pred-
nisone alternato a ciclofosfamide, etoposide e bleomicina) aveva
permesso una maggiore aderenza alla terapia e una minore TRM
ma a prezzo di una minore efficacia, con una sopravvivenza libera
da malattia a 5 anni del 43% .

Sempre tra i regimi non ABVD-based, ancora Levis et al. ® hanno
proposto in unanalisi prospettica un regime secondo schema VEPEMB
(vinblastina, ciclofosfamide, procarbazina, prednisone, etoposide, mi-
toxantrone e bleomicina) riportando dati di RC del 58%, con failure
free survival e OS a 3 anni del 34% e del 32%. Curiosamente, utiliz-
zando un regime originariamente proposto per alcuni linfomi non-
Hodgkin a cellule B quali il CHOR Kolstad et al. ™ hanno riportato
in un piccola coorte prospettica pazient un tasso di RC ben del 93%
con una PES ed OS a 3 anni rispettivamente del 67% e del 72%. Que-
sti brillanti risultati sono alla base del concetto che nel paziente anziano
la mortalita correlata al trattamento, sia nei regimi ABVD-/ike 0 non
#1001 non deve essere considerata marginale ma soppesata nella va-
lutazione finale del rischio/beneficio soprattutto in riferimento al ge-
nerale invecchiamento della popolazione, alle comorbidita coesistenti
alla malattia e nei cosiddetti grandi anziani (oltre i 76 anni). In conclu-
sione, ¢ comunque auspicabile che nuovi studi possano far luce sulle
fasce di popolazione al di sopra dei 60 anni sia in termini prognostici
con scale geriatriche ad hoc che con l'obiettivo di ridurre la mortalita
legata alla terapia.
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www.siematologia.it

Societa Italiana di Ematologia Sperimentale (SIES)
www.siesonline.it

Fondazione Beat Leukemia Dr Alessandro Cevenini
www.beat-leukemia.com
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