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Editoriale

Giorgio Lambertenghi Deliliers
Fondazione Matarelli - Milano

Ematologia Oncologica.it dedica questo numero all'anemia,
una condizione a carattere prevalentemente cronico, che nel
paziente oncoematologico ha un impatto negativo sull'out-
come clinico, a causa di una maggiore morbiditd e mortalita,
soprattutto negli anziani con patologie concomitanti. La pato-
genesi ¢ multifattoriale, in quanto l'eritropoiesi ¢ un processo
complesso, finemente regolato da meccanismi diversi, solo in
parte conosciuti. La regolazione avviene attraverso fattori di
trascrizione che intervengono nelle diverse fasi della differen-
ziazione cellulare, in particolare sulla sintesi delle globine e
sulla espressione delle proteine di membrana. Mutazioni geni-
che, ereditarie o acquisite, possono alterare questo complesso
sistema e determinare un quadro morfologico e funzionale
definito diseritropoiesi e/o eritropoiesi inefficace, come nelle
talassemie, nelle anemie congenite diseritropoietiche e nelle
sindromi mielodisplastiche. In questi pazienti lo screening
mutazionale si sta rivelando un mezzo prezioso per la scelta
del farmaco “intelligente”, dotato di una maggiore probabilita
di risposta. Ad esempio nei soggetti con del5q la lenalidomide
puo colpire selettivamente i cloni patologici, anche se l'effetto
non ¢ curativo, mentre il composto luspatercept ha mostrato
un tropismo selettivo per i pazienti con anemia sideroblastica
in presenza della mutazione SF3B1.

Altro esempio di malattia clonale ¢ 'emoglobinuria parossistica
notturna dove una mutazione genica causa la scomparsa di al-
cune glicoproteine di membrana, che dalle cellule progenitrici
si trasmette su tutte le linee emopoietiche. Il risultato ¢ una par-
ticolare suscettibilita all'azione litica del complemento, e quindi
uno stato emolitico cronico intravascolare, con possibili acuzie.
Da un punto di vista clinico-laboratoristico la malattia ¢ molto
eterogenea, ma l'anemia ¢ dominante, dovuta alla componente
emolitica, alla carenza marziale per la perdita di emoglobina ed
emosiderina attraverso le urine, alla pancitopenia secondaria ad

una ipo-aplasia midollare o ad un quadro mielodisplastico. La
citometria a flusso, metodica di elezione per la diagnosi di ma-
lattia, ha evidenziato che i pazienti possono presentare tre di-
stinte popolazioni di emazie con un diverso grado di sensibilita
alla lisi complemento-mediata. Lintroduzione dell’anticorpo
monoclonale umanizzato elculizumab ha permesso di ridurre
la necessita trasfusionale, con un drastico miglioramento dell’a-
spettativa di vita. Altri anticorpi monoclonali con emivita pitt
lunga sono in corso di sperimentazione clinica.

Lanemia aplastica acquisita ¢ un altro brillante esempio del
contributo della ricerca scientifica di base al miglioramento
delloutcome clinico. Si tratta di una malattia dove le cellule
staminali emopoietiche, ridotte sul piano quantitativo, sono
funzionalmente inibite a causa di citochine prodotte da lin-
fociti T a fenotipo citotossico. Sulla base di questi dati negli
ultimi decenni sono stati proposti vari protocolli terapeutici ba-
sati sull'associazione globuline anti-linfocitarie e ciclosporina,
soprattutto nei soggetti adulti. Lagente trombopoietino-mime-
tico eltrombopag, in associazione agli immunosoppressori tra-
dizionali, sembra essere un’interessante alternativa alla terapia
trapiantologica.

Nelle malattie oncoematolgiche i fattori di stimolazione dell’e-
ritropoiesi a dosi standard, contribuiscono in maniera signi-
ficativa ad innalzare i livelli dellemoglobina, riducendo la
dipendenza trasfusionale e migliorando la qualita di vita dei
pazienti. Con lobiettivo di migliorare i risultati clinici ¢ stato
proposto un aumento del dosaggio delle diverse eritropoietine
o la loro associazione con il fattore di crescita granulocitario, al
fine di potenziare il segnale anti-apoptotico sui precursori eri-
troidi. Tuttavia anche utilizzando le alte dosi, i principali fattori
predittivi di risposta sono sempre il dosaggio dell’eritropoietina
endogena e la presenza/assenza di fabbisogno trasfusionale pre-
trattamento.
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Introduzione

Leritropoiesi & un processo complesso, e finemente regolato, attra-
verso il quale cellule ematopoietiche si differenziano in progenitori
eritroidi, successivamente in precursori eritroidi, fino alla produ-
zione finale di reticolociti, che divengono globuli rossi nel circolo
ematico periferico (Figura 1). 2x10'" eritrociti sono rilasciati gior-
nalmente e vanno a sostituire i 2x10"" eritrociti rimossi quotidia-
namente dalla circolazione periferica prevalentemente attraverso il
sistema reticolo-endoteliale splenico. Si deve agli studi pioneristici
del gruppo di Erslev, I'identificazione del fattore di crescita prepo-
sto ad armonizzare gli eventi maturativi della serie eritroide, noto
come eritropoietina (EPO) 2. EPO viene prodotta a livello renale
da cellule ultra-specializzate altamente sensibili allo stimolo ipos-
sico relato alla riduzione dei livelli di emoglobina e alla comparsa
di anemia. EPO interagisce con il suo recettore specifico presente
sulla superficie dei progenitori e dei precursori eritroidi, portando
all’attivazione di un articolato processo di signaling intracellulare che
orchestra la maturazione eritroide e I'espansione cellulare necessaria
ad assicurare costanti livelli di emoglobina (Hb) a fronte del fisiolo-
gico turn-over eritrocitario.

Eventi cellulari coinvolti
nell’eritropoiesi

Lo studio dell’eritropoiesi normale ha permesso di identificare due

momenti principali nella maturazione eritroide:

¢ la fase inziale dell’eritropoiesi, che &¢ EPO-dipendente;

* la fase terminale dell’eritropoiesi, che ¢ solo in parte EPO-dipen-
dente, ma diviene progressivamente ferro-dipendente in relazione
alla progressiva emoglobinizzazione dei precursori eritroidi ed alla
produzione finale di reticolociti (Figura 1) ®.

La caratterizzazione degli eventi cellulari coinvolti nella fase iniziale

dell’eritropoiesi ¢ principalmente basata su saggi funzionali in vitro.

Tali studi hanno permesso di seguire la differenziazione delle cellule

staminali-committed in senso eritroide verso la differenziazione in

burst forming unit eritroidi (BFU-E), cosi definite sulla base della
loro residua capacita di migrazione, seguite poi dalla maturazione
in colony forming unit eritrocitarie (CFU-E). I fattori di trascrizione

GATAI e GATA2 sono stati identificati come importanti in questi
processi differenziativi. GATALI si esprime nelle diverse fasi della
differenziazione eritroide, in particolar modo nelle CFU-E e nei pro-
normoblasti, inducendo I'espressione di geni eritroidi specifici come
i geni per le globine, componenti strutturali dell'emoglobina ©. Le
evidenze ottenute in topi knockout per GATA1 (Gatal”), confer-
mano ulteriormente I'importanza di GATAI nella differenziazione
eritroide, in modo particolare nelle fasi inziali dell’eritropoiesi. I topi
Gatal™" sviluppano una grave anemia relata all’arresto della matura-
zione eritroide allo stadio di pro-normoblasti ”. Inoltre, GATAL si-
nergizza con il signaling EPO mediato, diretto a favorire I'espressione
di proteine con azione anti-apoptotica, come per esempio Bcl-x 7.
FOGI ¢ uno degli interattori principali di GATAI, modulandone
lattivita sia in senso attivatorio che inibitorio. Gli studi condotti in
modello murino knockout per FOG1 dimostrano I'importanza di
questa connessione funzionale, vista la comparsa di grave anemia che
porta alla morte embrionale dei topi Fogl”*®. Il rapporto di recipro-
cita tra GATAL e GATA2 durante la vita & favorito anche da FOG1
ed & molto importante negli eventi di maturazione eritroide come
dimostrato anche dalla gravita del fenotipo del ceppo murino dop-
pio knockout per GATAL e GATA2 “). Infine, studi recenti hanno
evidenziato come la traslocazione nucleare della proteina GATAL
richieda l'assistenza di HSP70, uno chaperone molecolare classico.
HSP70 stabilizza GATAL e lo protegge dal danno ossidativo, assi-
curandone la funzione una volta traslocato a livello nucleare 1%V,
L'importanza dell’interazione di HSP70 e GATAL ¢ ulteriormente
supportata da evidenze ottenute nello studio delleritropoiesi nei sog-
getti 3 talassemici, dove HSP70 ¢ sequestrata a livello citoplasmatico
dalla presenza di catene o globiniche libere. Questo espone GATAL
a danno ossidativo e ne riduce l'efficienza trascrizionale 11V,

Il recente sviluppo di tecnologie high-throughput tipo genome wide
association ha permesso di identificare Kupper-like (KLF1) come
fattore trascrizionale importante nella regolazione della sintesi delle
globine in particolare per I'espressione dell’emoglobina fetale. KLF1
partecipa allo switch delle globine attraverso due differenti mec-
canismi: la diretta attivazione dell’espressione delle beta-globine,
e la modulazione di Belll che, a sua volta, regola negativamente
I'espressione delle y-globine 1>, Inoltre, KLF1 partecipa anche




alla fase finale dell’eritropoiesi regolando I'espressione di proteine
coinvolte nel ciclo cellulare cosi come deacetilasi, caspasi e proteine
della membrana nucleare 117

Per quanto concerne la fase terminale dell’eritropoiesi, questa ¢ ca-
ratterizzata da almeno quattro eventi distinti:

* la progressiva riduzione del volume cellulare;

¢ [a condensazione della cromatina;

¢ la sintesi dell'emoglobina;

* lorganizzazione della membrana eritrocitaria (Figura 1).

Questi eventi sono propedeutici all’enucleazione ed al rilascio di
reticolociti che rapidamente divengono eritrociti maturi in cir-
colo, continuando a perdere circa il 20-30% del loro volume cellu-
lare e completando I'eliminazione degli organelli residui o doppie
membrane 819,

I processi maturativi dei precursori eritroidi avvengono a livello mi-
dollare nella cosiddetta isola eritroblastica che ¢ costituita da un
macrofago centrale circondato da precursori eritroidi. Il macrofago
supporta questo processo fornendo il ferro necessario alla sintesi

20-23

dell'emoglobina ®*?. Studi di microscopia elettronica ed immuno-

fluorescenza hanno permesso di differenziare le isole eritroblastiche

in relazione alla loro distribuzione rispetto ai sinusoidi midollari e le
caratteristiche degli eritroblasti maturanti:

* lontano dai sinusoidi vascolari midollari nelle isole eritroblastiche

sono presenti prevalentemente pro-eritroblasti;
* vicino ai sinusoidi vascolari midollari sono presenti eritroblasti a
differenti stadi maturativi e i reticolociti 2%,

Il ruolo di nursing svolto dai macrofagi nel processo di maturazione
eritroide ¢ stato anche dimostrato da esperimenti 7z vitro di co-col-
tura (cellule eritroidi e macrofagi) che hanno permesso di osservare
il completamento del ciclo maturativo eritroide fino all’enuclea-
zione e alla formazione di reticolociti ®2*. Gli eritroblasti utilizzano
ICAM4 e a4f1 integrina per stabilire un legame con VCAMI,
creando una rete di contatti pro-adesivi tra macrofagi ed eritroblasti
maturanti, necessari fino alla generazione dei reticolociti ®3".

I processo maturativo eritroide richiede cambiamenti del volume
cellulare che sono il risultato dell’azione armonizzata di organiz-
zazione e rimodellamento della membrana cellulare accompagnati
dalla modulazione dell’attivita di sistemi di trasporto ionico di
membrana e canali ionici che contribuiscono alla generazione
dell’eritrocita, cellula ad elevato contenuto di K* e basso conte-

EPO-dependent

Iron-dependent

BFU-E

CFU-E

Erythroblasts

| |

Reticulocytes

Pro-E Basophilic-E Poly-E Ortho-E
Early stage Erythropoiesis Late stage Erythropoiesis
Chromatic | Cell Volume Hb Membrane
condensation synthesis organization

Figura I - Diagramma schematico dell eritropoiesi normale. L'eritropoiesi si divide in due momenti principali: la fase inziale dell eritropoiesi, che é EPO-dipendente; e la fase
terminale dell eritropoiesi, che ¢ solo in parte EPO-dipendente, ma diviene progressivamente ferro-dipendente in relazione alla progressiva emoglobinizzazione dei precursori
eritroidi e alla produzione finale di reticolociti. Le cellule staminali-committed in senso eritroide (HSC: hematopoietic stem cells), divengono burst forming unit eritroidi
(BFU-E) ¢ poi colony forming unit eritrocitarie (CFU-E). La fase terminale dell eritropoiesi ¢ dominata dalla maturazione degli eritroblasti (E): da pro-eritroblasti divengono
eritroblasti basoftlici, eritroblasti policromatici ed ortocromatici fino alla generazione di reticolociti che maturano in circolo divenendo globuli rossi (RBCs: red blood cells).




nuto di Na*. Analisi funzionali condotte prevalentemente in linee
cellulari di eritroleucemia K562 e in eritropoiesi umana deri-
vata da cellule CD34* hanno identificato un ruolo importante
del sistema di cotrasporto K-CL nelle sue isoforme KCCl, 2, 3,
4, accanto al co-trasporto Na-K-2Cl e alla pompa Na-K ATP-

3230 Tnoltre, studi recenti

dipendente nell’eritropoiesi normale
hanno evidenziato il contributo del meccanocettore PIEZO1 at-
traverso la sua cooperazione funzionale con il canale Gardos, noto
anche come canale Ca** K attivato, contribuendo ai processi di
controllo qualita del volume delle cellule eritroidi fino alla gene-
razione di reticolociti e di globuli rossi maturi ®*%9.

Sebbene questi studi siano molto informativi sui dinamici cambia-
menti cellulari che accompagnano la maturazione eritroide, il loro
limite principale ¢ rappresentato dal fatto che siano stati condotti
su pool di cellule eritroidi maturanti e non su cellule omogenee dal
punto di vista dello stadio maturativo.

I recente sviluppo di metodologie di sorting cellulare attraverso la
dettagliata caratterizzazione in citofluorimetria dei cambiamenti di
espressione di proteine di membrana come CD44, CD71, TER119
nei topi e glicoforina A (GPA) nei soggetti umani cosi come banda 3

516%

7d \

| ;
11d
3': i
14d ’ \ L\
GPA CD71

Figura 2 - Analisi citofluorimetrica dell espressione della glicoforina A (GPA) e del
CD71 durante leritropoiesi umana in vitro. I cambiamenti dinamici di questi an-
tigeni di superficie sono caratterizzati a 7, 9, 11 e 14 giorni (d: days) di coltura
corrispondenti rispettivamente alla fase iniziale dell eritropoiesi (7d-9d) e alla fase
tardiva (11d e 14d). I pannello sulla destra riporta l'analisi morfologica delle popo-
lazioni di eritroblasti studiati dagli eritroblasti policromatici (prima immagine) agli
eritroblasti ortocromatici (ultima immagine). Figura modificata da Franco SS et al.
Haematologica 2014,99:267.
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¢ Pl-integrina, ha consentito di iniziare I'analisi di pool cellulari

43742 E molto interessante ['osservazione

omogenei (Figura 2) ¢
che la maturazione degli eritroblasti si caratterizza per 'aumento
dellespressione di proteine di membrana, come banda 3, e la ri-
duzione dell’espressione di molecole di adesione come ICAM-4 ¢
f1-integrina, conferendo agli eritroblasti maturanti la progressiva
capacita di allontanarsi dalle isole eritroblastiche una volta divenuti
i 7). Le analisi di espressione genica condotte in cellule

murine o umane sortate in modo omogeneo sulla base del profilo

reticolocit

maturativo hanno consentito di identificare fattori trascrizionali im-
portanti nella fase terminale dell’eritropoiesi come GATA1, KLF1,
Nif2 GFI1B o YBXI, e geni la cui espressione ¢ costantemente
modulata durante la maturazione eritroide come ad esempio:
* peroxiredoxina-2 (Prx2), che appartiene al gruppo di sistemi anti-
ossidanti o citoprotettivi;
* SLC4A1, gene relato a proteine di membrana;
* ALAS2 o AHSP, geni relati alla sintesi di eme o all’'omeostasi
del ferro;
* geni ribosomiali come RPL11 o RPS8 ®7.
Questi dinamici cambiamenti cellulari richiedono efficienti si-
stemi di controllo di qualita delle proteine, del contenuto di or-
ganelli quali mitocondri e ribosomi e delle membrane cellulari.
Le cellule eritroidi utilizzano, in modo del tutto analogo ad altre
cellule, il sistema UPR (unfolded protein) per limitare lo stress del
reticolo endoplasmatico (ER). Il sistema UPR facilita il folding
e re-folding delle proteine, la loro esportazione e/o degradazione
attraverso un’azione coordinata con le chaperonine (HSP70, 90
e HSP27) e l'attivazione dell’autofagia “**¥. L’importanza del si-
stema UPR nell’eritropoiesi ¢ sostenuta dai dati ottenuti in un
modello murino knockout per la proteina UFBPI, che si ancora
al ER e partecipa all’attivazione di UPR in risposta ad un intenso
stress cellulare. Questi topi knockout presentano una grave anemia
con mortalit in stadio embrionale, mentre si osserva un’anemia
associata a pancitopenia ¢ morte degli animali quando il silenzia-
mento di UFBPI viene attuato in topi adulti “4,
Sebbene il ruolo del sistema UPR sia di intervenire per ripristinare
'omeostasi di ER, in presenza di uno stress cellulare intenso e pro-
lungato si ha l'attivazione dell’autofagia.
Lautofagia ¢ coinvolta nei processi di controllo qualita durante I'e-
ritropoiesi consentendo la clearance di proteine unfolded (non ripie-
gate) e danneggiate cosi come degli organelli non funzionant “->9.
Qualora lo stress cellulare si dovesse prolungare superando la capa-
cita di clearance dell’autofagia, la cellula andra incontro a blocco
del processo maturativo e/o apoptosi. I dati disponibili sono prin-
cipalmente basati su modelli murini nockout per proteine della via
autofagica come Ulk1, Atg5, Atg7 o Nix. I topi knockout per queste
proteine presentano anemia e disturbi maturativi delle fasi terminali
dell’eritropoiesi con mitofagia rallentata, ritenzione di organelli o
disturbo dei processi di maturazione lisosomiale “>9. L'importanza
dell’autofagia nel percorso di maturazione e crescita dei precursori
eritroidi & dimostrata anche da studi in modelli murini di eritro-
poiesi patologica in cui 'autofagia ¢ bloccata dall’attivazione della




via Ake-mTOR dipendente Y. Molecole farmacologiche che
inibiscono mTOR si sono dimostrate efficaci nel migliorare ['eri-
tropoiesi patologica, supportando I'importanza dell’autofagia come
meccanismo adattativo in presenza di condizioni di intenso stress
cellulare per assicurare il completamento del processo differenziativo
e maturativo degli eritroblasti.

Profilo molecolare dell’eritropoiesi

Leritropoiesi ¢ strettamente dipendente dalla presenza di EPO
che tramite il suo legame al recettore specifico (EPO-R), pre-
sente sulla superficie cellulare, induce l'attivazione di una cascata
di signaling intracellulare che coinvolge Jak2 come tirosin-kinasi
principale insieme a Lyn e Fyn, come tirosin-chinasi secondarie
(Figura 3) ©*57. Queste chinasi a loro volta interagiscono diret-
tamente con STAT?, fattore trascrizionale importante per I'at-
tivazione di geni coinvolti nelleritropoiesi, come evidenziato dai
dati ottenuti in topi knockout per STAT5 (Stat5") che sviluppano
anemia in fase embrionale 555,

L’identificazione di Lyn e Fyn come tirosin-chinasi cosidette se-

condarie nella cascata EPO dipendente, ¢ basata prevalentemente
su studi condotti in topi knockout per Lyn (Lyn™) o per Fyn
(Fyn™). Entrambi i ceppi murini presentano una ridotta rispo-
sta midollare all’eritropoiesi da stress indotta da fenilidrazina o
doxorubicina, con comparsa tardiva di eritropoiesi extramidol-

lare in sede splenica ®*

). Peraltro Lyn e Fyn fungono anche da
downstream di altre vie di signaling coinvolte nella maturazione
eritroide, esempio di cid ¢ il coinvolgimento di Fyn come inibitore
del fattore di trascrizione Nrf2 durante Ieritropoiesi. Nrf2 inter-
viene in supporto della maturazione eritroide regolando I'espres-
sione di geni che contengono elementi ARE (anti-oxidant redox
element), coinvolti nella risposta al fisiologico stress ossidativo che
accompagna la cascata del’EPO e nell'importazione del ferro ne-
cessaria alla sintesi dell’emoglobina (Figura 3) ©”. Nrf2 inoltre ¢
in grado di agire anche sugli elementi ARE presenti sul promotore
delle y-globine favorendo I'espressione di emoglobina fetale €.
Nel topo knockout per Fyn, la persistente attivazione di Nrf2
comporta I'accumulo endocellulare di proteine non funzionanti

accompagnata a blocco del processo autofagico e alla comparsa di
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Figura 3 - Diagramma schematico della cascata di signaling eritropoietina (EPO) mediato durante Ueritropoiesi. La differenziazione eritroide legata all'interazione tra EPO
ed il suo recettore (EPO-R) determina il reclutamento e ['attivazione di Jak2, kinasi primaria, e di due kinasi della famiglia del Src: Lyn e Fyn. Queste kinasi inoltre attivano
STATS che traslocando al nucleo modulano attivazione di geni cruciali nella differenziazione eritroide. La cascata di signaling EPO dipendente attiva anche GATAI che
protetto dalle heat shock protein come HSP70 trasloca nel nucleo modulando la sintesi di geni sistema eritroide specifici. Lo stress ossidativo (ROS: radical oxygenspecies) relato
allo stimolo EPO e allimportazione di ferro utilizzato nell emoglobinizzazione cellulare é strettamente sorvegliato da sistemi citoprotettivi elo anti-ossidanti come Peroxiredo-
xin-2 (Prx2) che trasloca anche a livello nucleare dove svolge un'importante funzione citoprotettiva. ROS a sua volta contribuisce all attivazione di Jak2 che partecipa alla via
di signaling Jak2-Akt verso mTOR, che blocca la via autofagica e verso Nrf2 che una volta attivata trasloca a livello nucleare aumentando lespressione di geni caratterizzati
dagli elementi ARE che codificano per sistemi anti-ossidanti come catalasi o Prx2. Un altro fattore di trascrizione redox-sensibile che interviene nella risposta al fisiologico stress
ossidativo ¢ FOXO3. L'azione coordinata dei sistemi anti-ossidanti e citoprotettivi ¢ diretta a sostenere il differenziamento e la maturazione eritroide.




eritropoiesi inefficace ©. 1l trattamento con rapamicina, inibitore
di mTOR, attiva l'autofagia che assiste la maturazione degli eritro-
blasti knockout per Fyn con significativo miglioramento del danno
ossidativo e riduzione dell’eritropoiesi inefficace *”.

Studi condotti nell’eritropoiesi normale e patologica hanno eviden-
ziato come la serin-treonin kinasi AKT intercetti oltre al sistema
mTOR anche altre vie di segnale intracellulare dirette a contrastare
[azione citotossica dello stress ossidativo, o coinvolte nella crescita
cellulare, nella differenziazione o nel metabolismo cellulare ©2¢9,
Tra le serin-treonin chinasi relate alla cascata EPO e sensibili
all'ambiente pro-ossidante endocellulare, vi sono anche le chinasi
Erk (extracellular signal-regulated kinase)-1 e 2. Queste ultime sono
coinvolte nella proliferazione cellulare ed ¢ stata dimostrata una
loro azione negativa sul differenziamento cellulare nella fase iniziale
dell’eritropoiesi > In situazioni patologiche in cui I'ossidazione
¢ intensa, Erk1-2 contribuiscono al blocco maturativo e all’orienta-
mento cellulare in senso apoptotico >,

Pertanto, il controllo dello stress ossidativo endocellulare ¢ estrema-
mente importante durante eritropoiesi ed ¢ strettamente dipendente
dall’efficienza/espressione di sistemi anti-ossidanti e citoprotettori,
come dimostrato dai gravi quadri di anemia con eritropoiesi inefficace
in ceppi murini knockout per differenti sistemi anti-ossidanti come
ad esempio la peroxiredoxina-2 (Prx2; Prx2”)(Figura 3) ‘0426772,
Topi knockout per Prx2” presentano un’anemia emolitica cronica
associata ad eritropoiesi inefficace ed intenso stress ossidativo durante
la maturazione eritroide. Nei topi Prx2”" meccanismi di back-up en-
trano in funzione per contrastare il grave danno ossidativo, come ad
esempio 'attivazione del fattore di trascrizione redox-sensibile, Nrf2,
e la modulazione di FOXO3 (Forkhead-box-call-O3), un altro fat-
tore di trascrizione che modula I'espressione di sistemi anti-ossidanti
come catalasi o superossido dismutasi (SOD1) (Figura 3) 40626373,
Il ruolo di Prx2 come redox-switch protein durante la maturazione
eritroide ¢ ulteriormente sostenuto dalla comparsa di grave anemia
con peggioramento dell’eritropoiesi inefficace nei topi Prx2"esposti
ad una dieta per indurre sovraccarico marziale d’organo “. In questi
topi, vi ¢ una perdita della connessione funzionale tra eritropoiesi e
metabolismo del ferro attraverso la perturbazione dell’asse eritrofer-
rone (Erfe) prodotto dagli eritroblasti a livello midollare, e epcidina
(Hamp) prodotta a livello epatico. “" Etfe si esprime in conseguenza
dell'attivazione della cascata EPO mediata tramite la via di signaling
che vede coinvolti Jak2 e STATS. Erfe sopprime la produzione di
Hamp attraverso un meccanismo ancora oggetto di investigazione
clinica; questo risulta in un aumento dell’assorbimento duodenale di
ferro necessario a sostenere la maturazione eritroide ed i processi di
emoglobinizzazione 7. Altri fattori come GDF15 e TWSG1 sono
stati proposti nella regolazione della connessione funzionale tra ome-
ostasi del ferro ed eritropoiesi, ma questi studi sono rimasti confinati
principalmente ai modelli animali con evidenze ancora limitate in
soggetti umani /%7,

Accanto a modifiche post-traslazionali quali fosforilazione od os-
sidazione, recenti studi hanno evidenziato il ruolo dei microRNA
(miRNAs) nella modulazione dell’eritropoiesi. I miRNA sono pic-
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coli RNA non codificanti, lunghi da 18 a 22 nucleotidi che rego-
lano l'espressione genica attraverso 'inibizione della traslazione delle
proteine o destabilizzando target mRNA. Durante la maturazione
eritroide alcuni sono espressi prevalentemente nella fase iniziale
dell’eritropoiesi, altri solamente nelle fasi tardive, altri ancora hanno
un andamento bifasico ®*%. Ad esempio il miRNA 199b-5p intera-
gendo con GATALI e Nrf2, regola e controlla direttamente i processi
differenziativi eritroidi 2. miRNA 199b-5p, interagisce anche con
¢-Kit, un recettore importante nella fase iniziale della maturazione

#8189 ' mjiR-9 ¢ stato recentemente descritto modulare eri-

eritroide
tropoiesi attraverso la soppressione dell’espressione di FOXO3, che
risulta nella down-regolazione dei sistemi anti-ossidanti FOXO3
dipendenti con amplificato danno ossidativo e blocco maturativo
dei precursori eritroidi ®?. L'importanza del ruolo di alcuni miRNA
durante ['eritropoiesi ¢ sostenuta dai risultati in modelli murini ge-
neticamente modificati con deficit di miR-144 e 451. Questi ceppi
murini sviluppano eritropoiesi inefficace accompagnata a eritropo-
iesi extra-midollare e moderata anemia ®¥. Zhang et al. ® hanno
recentemente evidenziato come over-espressione di miR-155 sia
associata ad una riduzione dei precursori eritroidi con lo sviluppo
di anemia. I dati fino ad oggi disponibili su miRNA ed eritropo-
fesi indicano che specifici miRNA possano regolare I'eritropoiesi
attraverso:
* inibizione della proliferazione o del differenziamento;
* modulazione del metabolismo del ferro;
* contributo agli eventi coinvolti nella sintesi di proteine necessarie
alla stabilita della membrana cellulare 5%,
In prospettiva, ulteriori studi sono necessari per chiarire I'impatto
dei miRNA nella biocomplessita degli eventi coinvolti nella matu-
razione eritroide.

Patologie dell’eritropoiesi

Data la complessita dell’eritropoiesi fisiologica, si comprende bene
come alterazioni di uno degli elementi che costituiscono tale sistema
possano alterare la produzione dei globuli rossi. Tali alterazioni pos-
sono essere sia di natura ereditaria sia di natura acquisita.

Una delle patologie ereditarie in cui l'eritropoiesi inefficace rappre-
senta un meccanismo cardine ¢ la talassemia. In tal senso, la condi-
zione meglio studiata ¢ la B-talassemia. La (-talassemia ¢ una delle
pilt comuni emoglobinopatie nel mondo ed ¢ dovuta a mutazioni
nel gene HBB, che codifica per la f-globina, con conseguente pro-
duzione insufficiente di questa proteina nelle cellule eritroidi. La
conseguenza di queste mutazioni ¢ uno squilibrio di sintesi delle
catene O~ ¢ 3-globiniche. Tale squilibrio, a favore della produzione
dell'a-globina, porta all'accumulo della proteina libera che forma
aggregati altamente tossici *. La conseguenza di tale condizione
¢ un’anemia microcitica con emolisi e diseritropoiesi. Nei pazienti
affetti da forme gravi di talassemia, trasfusione dipendenti, fino al
60-80% dei progenitori eritroidi subisce un arresto con conseguente
apoptosi V. L'osservazione al microscopio ottico del midollo osseo
dei pazienti affetti da -talassemia conferma la presenza della diseri-
tropoiesi, con l'osservazione di un aumento degli eritroblasti basofili




e policromatofili, diminuzione degli eritroblasti ortocromatici con

e (92,93

riduzione delle forme piti matur ). Lespansione dei precursori

pili immaturi ¢ stata associata all'aumento estremamente rilevante
dei livelli di EPO, come risultato del feedback dato dall'ipossia *¥;
tuttavia si ipotizza la partecipazione anche di altri meccanismi. Di-
fatti, la risposta dell’ EPO all’'anemia nei pazienti talassemici appare
ridotta rispetto a pazienti affetti da anemia aplastica o sideropenica;
nei pazienti talassemici, a parita di Hb, i valori di EPO risultano
inferiori ®. Tale risposta ridotta ¢ stata ipotizzata essere legata
allaumentata clearance del’EPO dovuta all'iperplasia eritroide,
all'inibizione della sintesi di EPO dovuta alla presenza di citochine
proinfiammatorie e all’alterazione della curva di dissociazione del-
I'Hb che causa un alterato sensing dell’ossigeno .

Componente cruciale della diseritropoiesi nei pazienti affetti da beta
talassemia ¢ 'apoptosi. Studi in vitro hanno infatti dimostrato un
netto aumento dell’apoptosi nella fase policromatofila della diffe-
renziazione eritroide 7). Tuttavia, tali cellule apoptotiche non sono
molto rappresentate allo striscio di sangue midollare dei pazienti
affetti. Tali osservazioni non sono in contrasto in quanto gli eri-
troblasti anomali, esprimendo fosfatidilserina, vengono riconosciuti
e fagocitati dai macrofagi, presenti nel midollo osseo dei pazienti
affetti in numero aumentato **%.,

Altra componente chiave nel meccanismo di diseritropoiesi dei pa-
zienti affetti da -talassemia sembrerebbe essere 'ossidazione dei
componenti delle membrane biologiche. La catena o-globinica,
altamente instabile, lega I'eme e il ferro e genera specie reattive
dell'ossigeno (ROS) che danneggiano proteine cellulari, lipidi e
acidi nucleici " E stato quindi ipotizzato che l'eccesso di ROS,
danneggiando componenti delle membrane, possa comprometterne
la sopravvivenza. L’aumento di tali radicali liberi sembra essere in
parte determinato dall'accumulo di ferro: la frazione di ferro pla-
smatico non legato alla transferrina potrebbe infatti promuovere la
generazione di malonildialdeide e radicali idrossilici liberi, contri-
buendo all’'apoptosi dell’eritroblasto 1719,

Tra le patologie ereditarie delleritropoiesi, una delle pitt conosciute
¢ Panemia di Blackfan-Diamond (DBA). E causata da mutazioni
nei geni delle proteine ribosomiali, piti comunemente RPS19 e
RPL5 "9, ma anche nei geni RPS24, RPS26, RPS10, RPS35A,

RPL5 e RPL11, codificanti sempre per proteine ribosomali %9,
Sono stati inoltre segnalati casi di pazienti DBA in cui ¢ stata osser-
vata la presenza di mutazioni nel fattore di trascrizione GATA1 %),
Mutazioni in tali geni influenzano la stechiometria normale delle
subunita ribosomiali, comportando stress ribosomale e apoptosi dei
progenitori eritroidi '°. Clinicamente la DBA ¢ una rara anemia
macrocitica ereditaria, la cui insorgenza solitamente avviene nel
primo anno di vita. **¥. Alla condizione ematologica possono asso-
ciarsi malformazioni e un aumento del rischio oncologico 7. Un
modello ampiamente accettato per spiegare tale rischio coinvolge
un’alterazione dell’attivitd della proteina oncosoppressore p53, a
causa dello stress ribosomale ¥,

Il meccanismo alla base dell’anemia, invece, ¢ rappresentato dalla

diseritropoiesi che avviene nel midollo di tali pazienti. Difatti & stato

dimostrato un importante blocco dell’eritropoiesi tra lo stadio di
BFU-E e CFU-E dei precursori eritroidi "', tuttavia sono ancora
in buona parte ignoti i meccanismi alla base degli effetti specifici
eritroidi legati alle mutazioni nei geni delle subunita ribosomali. Gli
effetti di tali mutazioni sulle cellule eritroidi, si ipotizza, potrebbero
essere legati ad una disfunzione del complesso ribosomale. Nello
specifico nei pazienti DBA con mutazioni nei geni ribosomali, la
traduzione di mRNA potrebbe essere compromessa a causa dell’alte-
rato assemblaggio del ribosoma, dovuto all’aploinsufficienza di una
delle proteine ribosomiali. Nei pazienti che presentano mutazioni in
GATAL, invece, la traduzione globale del’mRNA sarebbe compro-
messa a causa dell’incapacitd dei progenitori eritroidi di upregolare
la sintesi di tutto il sistema di traduzione proteica, inclusa la sintesi
delle proteine ribosomali stesse 7).

Anche nelle anemie diseritropoietiche congenite (Congenital
Dyserythropoietic Anemia - CDA) la diseritropoiesi rappresenta
il primum movens eziologico. Esse sono una classe di malattie rare
del sangue caratterizzata da una vasta gamma di alterazioni morfo-
logiche e funzionali a carico dei precursori eritroidi, le cui caratteri-
stiche sono principalmente l'eritropoiesi inefficace e 'accumulo di
ferro. All'interno di questa classe di patologie si riconoscono diverse
entitd nosologiche 2. La CDA di tipo I pud essere caratterizzata
da mutazioni in due geni, CDAN1 " (per la forma CDAla) e
C150RF41 " (causativo di CDA1b); clinicamente ¢ presente
anemia, tendenzialmente macrocitica, occasionalmente possono
essere presenti malformazioni minori a carico degli arti (come la
sindattilia) 1> 119, All'osservazione al microscopio ottico, il midollo
di pazienti CDA1 ¢ caratterizzato da eritroblasti binucleati (spesso
non simmetrici, ma di dimensioni differenti), ponti intercromati-
nici tra gli eritroblasti, cambi megaloblastoidi e alterazioni nucleari.
L osservazione al microscopio elettronico, invece, permette di veri-
ficare la presenza di piccoli vacuoli nell’eterocromatina nucleare che
conferiscono al nucleo il classico aspetto spugnoso o a formaggio
svizzero . Il meccanismo alla base della diseritropoiesi presente
nei pazienti affetti da CDA1 non ¢ ancora del tutto noto. Si ipo-
tizza possa essere legato al ruolo svolto dalle proteine codificate dai
geni causativi CDAN1 e C150RF41. La codanina-1, tradotta a
partire dal gene CDANI, si localizza nel nucleo, preferenzialmente
nell’eterocromatina nucleare, ¢ regolata trascrizionalmente da
E2F1, e il livello proteico risulta aumentato durante la fase S del
ciclo cellulare. Sebbene la funzione della codanina-1 durante la fase
S sia ancora sconosciuta, la presenza di eterocromatina spugnosa
nel midollo CDA T potrebbe suggerire un ruolo di questa proteina
nell’organizzazione dell’eterocromatina durante la replicazione del
DNA (12113119 Un’altra ipotesi eziologica riguarda invece il ruolo
della proteina nel complesso citosolico Asf1-H3-H4-importina4, la
quale ¢ implicata nell’assemblaggio e disassemblaggio del nucleo-
soma. La funzione della proteina Asf1, nello specifico, sembrerebbe
essere regolata dall’attivitd di CDAN1 "9, Ancora meno informa-
zioni vi sono sull’eziologia dell’eritropoiesi nei pazienti affetti da
CDALID, causata da mutazioni nel gene CI5SORF41: tale gene ¢
predetto codificare per una endonucleasi, ma la sua funzione rimane




ancora sconosciuta. Nelle colture di eritroblasti, C1I5ORF41 pro-
duce un trascritto che codifica una proteina che presenta omologia
di sequenza con le resolvasi della giunzione di Holliday. Tuttavia,
¢ stato dimostrato che C150RF41 interagisce con Asflb, suppor-
tando l'ipotesi che il difetto principale di CDA1b sia nella replica-
zione del DNA e nell’assemblaggio della cromatina .

Meglio conosciuta, anche perché meno rara, ¢ 'anemia congenita
diseritropoietica di tipo 2, dovuta a mutazioni nel gene SEC23B. 11
gene SEC23B codifica 'omonimo membro del complesso COPII,
che & coinvolto nella via secretoria delle cellule eucariotiche. Que-
sto complesso di multisubunitd media il trasporto anterogrado
delle proteine neosintetizzate verso 'apparato di Golgi "'”. In tale
patologia il blocco maturativo sembra essere localizzato tra lo sta-
dio di eritroblasto policromatico ed ortocromatico. Durante tale
passaggio, infatti, si inizia ad osservare una delle caratteristiche pit
frequenti della CDA2, quale la presenza di doppi nuclei. Mentre
allo stadio di eritroblasti basofili ¢ possibile osservare una delle
caratteristiche patognomoniche della CDA2, ossia I'ipoglicosila-
zione della proteina Banda3 (trasportatore degli anioni) *'¥. Altra
caratteristica della CDA2 ¢ la presenza di una doppia membrana
plasmatica™'”). Essa ¢ valutabile mediante microscopia elettronica
ed appare appartenere al reticolo endoplasmatico. Viene per la
quasi totalita persa durante I'enucleazione, tuttavia alcuni retico-
lociti possono presentarne residui che vengono eliminati durante
la maturazione eritroide terminale 2.

Molto rara ¢ invece la CDA di tipo 4. Tale patologia ¢ legata a
mutazioni nel gene KLF1, il quale codifica per il fattore Kriippel-
like tipo 1 "2V, Tale proteina ¢ un fattore di trascrizione specifico
della linea eritroide che svolge un ruolo importante nello switching
dell'emoglobina, nel differenziamento eritroide e nella maturazione

(122 Tale proteina puo agire sia come attivatore tra-

degli eritrociti
scrizionale che come repressore dell’espressione genica nella linea
eritroide, con attivazione preferenziale di geni per la sintesi dell’eme
¢ delle globine, di antigeni di gruppi sanguigni e altre proteine spe-
cifiche 21129 11 difetto nel processo maturativo sembrerebbe essere
localizzato nella fase terminale dell’eritropoiesi. Difatti colture ex-
vivo di precursori eritroidi deficitari per KLF1 presentano anoma-
lie della fase terminale dell’eritropoiesi, in particolare si osserva un
blocco a livello dell’eritroblasto ortocromatico, che permane in fase
S, e difetti dell’enucleazione 22,

Mutazioni in tale gene sono associate a fenotipi diversi come la ta-
lassemia, la persistenza dell’emoglobina fetale (HPFH) e la presenza
del gruppo sanguigno LU. La mutazione ¢.973G>A, p.Glu325Lys
¢ attualmente associata al fenotipo della CDA di tipo 4 *2. 1 mi-
dollo osseo di tali pazienti, come per il resto delle CDA, mostra
una netta componente diseritropoietica con uno sbilanciamento del
rapporto mieloide/eritroide ridotto; tipica di tale forma ¢ la multi-
nuclearita, frequentemente presente negli eritroblasti ortocromatici
di tali pazienti, associata alla presenza di eritroblasti binucleati. Al
microscopio elettronico gli eritroblasti si presentano con alterazioni
nucleari e cromatiniche: picnosi, carioressi, nuclei spongiosi, ponti
internucleari, pori nella membrana nucleare attraverso cui il cito-
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plasma sembra penetrare nei nuclei e nei ponti intercellulari 2%,

Difetti delleritropoiesi sono anche presenti in patologie acquisite.
Tra queste un gruppo in cui la diseritropoiesi ¢ particolarmente
rilevante ¢ rappresentato dalle sindromi mielodisplastiche (SMD).
Le SMD sono malattie eterogenee caratterizzate da diseritropo-
iesi, displasia delle cellule staminali ematopoietiche e accumulo
di ferro . Sono particolarmente comuni negli anziani e si ma-
nifestano primariamente con anemia. Secondo la classificazione
del’OMS, la diagnosi di SMD si basa sulla presenza di citopenie,
la presenza di displasia di vario grado e la percentuale di blasti. In
particolare, I'anemia si presenta quando almeno il 10% dei precur-
sori eritroidi sono displastici 19, Le caratteristiche dello striscio
di sangue midollare includono alterazioni come megaloblastosi,
frammentazione del citoplasma, accumulo di ferro all'interno del
mitocondrio, bi/multinuclearita, e ponti nucleari e citoplasma-
tici 1. Uno dei meccanismi che induce la diseritropoiesi nelle
SMD ¢ legato al gene GATAL, uno dei geni maggiormente mutato
nelle cellule con SMD (mutato, anche se in germline, anche in al-
cuni pazienti affetti da DBA e CDA) 1% 12812) Tale meccanismo
¢ legato allattivazione delle caspasi: nelle cellule normali, infatti,
la heat shock protein 70 (Hsp70), protegge la proteina GATAL dal
clivaggio delle caspasi ™. Le cellule di pazienti affetti da SMD, in-
vece, overesprimono la proteina Fas (le CD34+) e FasL (precursori
maturi). 'interazione di tali proteine comporta I'inizio dell’apop-
tosi tramite il reclutamento e attivazione della caspasi-8, depolariz-
zazione della membrana mitocondriale e attivazione della caspasi-3.
La riduzione dei livelli proteici di GATAI ne impedisce 'accumulo
alivello nucleare, riducendone l'attivita di fattore trascrizionale "3V
Una forma molto comune di SMD ¢ la sindrome mielodisplastica
con delezione 5q. Tale forma ¢ caratterizzata da anemia costante
e un numero di piastrine da normale ad alto, associato a megaca-
riociti ipolobati e delezione della regione cromosomica 5¢32-q33,
allinterno della quale mappa il gene RPS14, che codifica per una
proteina ribosomale "*?. L’alterazione della proteina ribosomale
comporta, come nelle DBA, un’alterazione del pathway di p53
con arresto del ciclo cellulare e apoptosi allo stadio di eritroblasto
tardivo . L’anemia in tali pazienti, ¢ stato recentemente osser-
vato, ¢ inoltre supportata da meccanismi estrinseci all’alterazione
ribosomale e del suo parhway. Difatti ¢ stato osservato che, in topi
con aploinsufficienza di RPS14 vi ¢ un’espansione intramidollare
di myeloid-derived suppressor cells (MDSCs), legata alla produzione
della proteina infiammatoria S100A9, ligando di CD33 39"
Particolarmente frequenti sono inoltre le forme con sideroblasti ad
anello (SMD-RS). Tali forme sono caratterizzate da mutazioni so-
matiche a carico dei geni che codificano per le proteine facenti parte
del meccanismo di splicing"®. T geni pilt frequentemente mutati
sono SE3B1, SRSF2, U2AF1 e ZRSR2, componenti del complesso
U2 dello spliceosoma, il quale riconosce il sito di splicing al 3" e
coordina I'escissione degli introni *3°.

Mentre le mutazioni di SRSF2, ZRSR2 ¢ U2AF1 sono presenti
in condizioni di neutropenia e trombocitopenia, mutazioni nel
gene SEF3B1 sono presenti in pitt dell’80% delle forme di SMD




con sideroblasti ad anello (SMD-RS) ®37. Studi su modelli mu-
rini di SMD-RS hanno dimostrato che topi knock-in per la mu-
tazione K700E del gene SF3B1 sviluppano anemia macrocitica
a causa di un difetto nella fase terminale dell’eritropoiesi, con
conseguente displasia eritroide ed espansione dei precursori eri-
troidi ¥, Il meccanismo di formazione dei sideroblasti ad anello,
tipici di tale forma, sembra essere legato ai prodotti dello sp/i-
cing anomalo. In tali cellule, infatti, sono stati osservati mRNA
anomali tradotti a partire da geni coinvolti in molti meccanismi
cruciali per la cellula quali lo splicing stesso e i processi metabo-
lici %, Nelle cellule con mutazioni in SF3B1, infatti, sono stati
frequentemente osservati mRNA anomali di vari geni tra cui geni
TMEMI14C. La proteina codificata da TMEM14C rappresenta
una proteina transmembrana che svolge un ruolo nelle fasi termi-
nali della sintesi dell’eme 1“?. Anche 'mRNA del gene ABCB7 ¢
stato frequentemente osservato alterato in cellule SMD-RS 39,
Mutazioni germline di tale gene sono causative di una forma di
anemia sideroblastica x-/inked con atassiatelangectasia V). Nelle
cellule con SMD-RS, a causa di uno splicing alternativo, infatti vi
¢ la formazione di un mRNA con un codone di stop precoce con
conseguente riduzione della sua espressione e accumulo di ferro

mitocondriale legato a ferritina 3.

Trattamenti che modulano Pattivita
eritropoietica

Tra i primissimi composti farmacologici utilizzati per modulare
Peritropoiesi vi sono i corticosteroidi, in particolare il desameta-
sone. Difatti, rappresenta uno dei farmaci attualmente utilizzati
per il trattamento di DBA e SMD 1% 127), In tali pazienti, infatti i
corticosteroidi promuovono ['eritropoiesi, aumentando il numero
assoluto di cellule eritroidi prodotte. Nello specifico il desameta-
sone ¢ stato dimostrato aumentare selettivamente le BFU-E (142,
La somministrazione di corticosteroidi non sembra agire andando
a modulare i livelli delle proteine ribosomali, ma, al contrario,
sembra avere effetto su altri meccanismi. Studi in vitro hanno di-
mostrato una modifica dell’espressione di FLT3 (tirosinachinasi
che promuove la proliferazione delle cellule staminali ematopoieti-
che), PLZF (repressore trascrizionale che blocca la differenziazione
ematopoietica), Mip-la (citochina che blocca la proliferazione
delle cellule staminali ematopoietiche) 4.

Pit1 recentemente ¢ stato osservato, invece, che nei pazienti affetti
da DBA i glucocorticoidi potrebbero agire in maniera piti mirata
sull'espressione di p53, andando a ridurre i livelli della proteina
e comportando una riduzione dell’apoptosi. Conseguenza di cid
¢ un aumento della differenziazione eritroide e della capacita di
formare colonie CFU-E 49,

Al fine di migliorare 'outcome dei pazienti affetti da DBA sono
state recentemente testate, in vitro e su modelli animali, molecole
in grado di migliorare ['eritropoiesi nella DBA 9. Nello specifico
¢ stata testata con promettenti risultati la molecola SMER28, un
derivato della chinazolinamina caratterizzato come induttore di au-
tofagia"*®. Tale composto stimola Ieritropoiesi promuovendo I'au-

tofagia nei progenitori eritroidi, sia in modelli animali (zebrafish e
topo), sia in cellule umane. L'applicazione su cellule CD34+ umane
ha dimostrato I'efficacia di tale farmaco a livello sia dei precursori
eritroidi immaturi sia degli eritroblasti maturi %,

Per quanto riguarda I'anemia diseritropoietica di tipo 1, alcuni pa-
zienti affetti hanno potuto invece beneficiare degli effetti dell’inter-
ferone Alpha-2a. Tale trattamento, per la prima volta somministrato
in una paziente di 28 anni affetta da CDA1 ed epatite C, sembra
infatti migliorare 'anemia in tali soggetti "*”). Il meccanismo d’a-
zione per cui I'interferone aumenta i valori di Hb non ¢ noto ed
attualmente i pazienti trattati sono in numero ancora esiguo 147>,
tuttavia sembra possibile che esso riduca I'eritropoiesi inefficace e la
formazione di anomalie nucleari 47,

Un farmaco particolarmente promettente nel trattamento delle
patologie caratterizzate da diseritropoiesi ¢ sicuramente il sotater-
cept (ACE-011) e gli analoghi successivi, un composto generato
dalla fusione del recettore dell’activina tipo ITA (ActRIIA) extra-
cellulare al dominio Fc umano delle IgG1, antagonizzando il se-
gnale a valle di ActRIIA attraverso il sequestro di proteine della
famiglia del TGF-p.

Tale farmaco era stato inizialmente sviluppato per trattare I'oste-
openia in donne in epoca postmenopausale, ma durante lo studio
sono emersi effetti collaterali inaspettati, come 'aumento dell’e-
matocrito e dell'emoglobina V.

I meccanismi alla base dell’effetto benefico dellACE-011 sulla pro-
duzione di globuli rossi in vitro non sono ancora completamente
chiari. Sebbene non si sia rilevato un effetto diretto sulla differen-
ziazione eritroide delle cellule CD34+ umane, hanno dimostrato
che ACE-011 attenua I'effetto inibitorio del microambiente midol-
lare sulla differenziazione cellulare. Pertanto, ['effetto del farmaco
potrebbe essere attribuito a una modulazione indiretta del micro-
ambiente in cui le cellule CD34+ si differenziano, piuttosto che a
un’azione diretta sui precursori eritroidi !>

Somministrazioni di RAP-011 (il murinoforma di ACE-011) in
modelli murini ha dimostrato che il farmaco comporta un aumento
di RBC, Het ed Hb inducendo un aumento significativo nel pool
di precursori eritroidi pitt maturi (eritroblasti poli/ortocromatici).
Oltre a stimolare ['eritropoiesi tardiva, il farmaco si ¢ dimostrato in
grado di aumentare significativamente il numero e le dimensioni
delle colonie di BFU-E 153,

Trattamenti su un modello zebrafish di DBA hanno dimostrato
non solo che la somministrazione di RAP011 ¢ in grado di mi-
gliorare il fenotipo dei precursori eritroidi, ma ¢ stato osservato
anche un effetto additivo se somministrato insieme al desameta-
sone . Tuttavia la patologia in cui attualmente ha trovato una
delle sue piti importanti applicazioni ¢ sicuramente la p-talasse-
mia. Difatti & stato dimostrato come 'utilizzo del RAP011 in
modelli murini di B-talassemia migliori 'anemia sopprimendo
gli effetti deleteri di GDF11, una citochina che blocca la ma-
turazione degli eritroidi terminali attraverso un ciclo di ampli-
ficazione autocrino che coinvolge sia lo stress ossidativo che la
precipitazione dell’a-globina %),




Gli effetti della somministrazione del sotatercept (ACE-011) a sog-
getti affetti da B-talassemia sono stati recentemente testati in un
trial clinico di fase II (Clinical Trials.gov NCT01571635) 7. 1l
farmaco, a varie dosi, ¢ stato testato su 16 pazienti con -talassemia
trasfusione-dipendente e 30 pazienti con fB-talassemia non trasfu-
sione-dipendente. Non sono stati osservati eventi avversi gravi po-
tenzialmente letali; il 13% dei pazienti ha riportato eventi avversi
gravi ma gestibili. Di 30 pazienti con f-talassemia non trasfusione-
dipendenti trattati con > 0,1 mg/kg di sotatercept, 18 (60%) hanno
raggiunto un aumento medio dell’emoglobina > 1,0 g / dL e 11
(37%) un aumento > 1,5 g / dL, sostenuto per > 12 settimane.
Quattro (100%) pazienti con P-talassemia trasfusione-dipendenti
trattati con sotatercept 1,0 mg/kg hanno raggiunto una riduzione
del carico trasfusionale > 20% 59

Dati gli effetti sulla via di segnale indotta dall’activina A, ¢ stata
recentemente prodotta un’altra proteina di fusione del recettore Ac-
tivbtype IIB modificata (Act-RIIB): TACE-536 (e il suo ortologo
murino RAP-5306). Tale molecola non inibisce il segnale mediato
dall’Activina A, ma inibisce la segnalazione indotta da altri membri
della superfamiglia TGF-f 7.

Lo studio su modelli murini ha mostrato che RAP-536 promuove la
maturazione dei precursori eritroidi tardivi in vivo, con una risposta
sinergica rispetto all’EPO. Il trattamento ha comportato una ridu-
zione dell'anemia, dell'iperplasia eritroide e delleritropoiesi inefficace
in un modello murino di sindromi mielodisplastiche (SMD) 7).
Trials clinici di fase 2 (ClinicalTrials.gov NCT01749514 e
NCT02268383) su pazienti affetti da SMD a basso rischio hanno
mostrato come il farmaco sia in grado di aumentare i parametri
ematologici, soprattutto in pazienti con valori di EPO basali infe-
riori a 200 UI/L. I pazienti hanno presentato riduzioni significative
della richiesta trasfusionale, mentre i pazienti non trasfusione-di-
pendenti hanno mostrato aumenti precoci e sostenuti di circa 2g/dL
di emoglobina. Pazienti affetti da SMD-RS hanno mostrato un mi-
glior risultato rispetto alle altre forme di SMD 9.

Dati gli ottimi risultati ottenuti ¢ stato avviato un altro trial, di fase
3, per lo studio degli effetti del farmaco in pazienti affetti da SMD
a basso rischio, SMD-RS, attualmente in corso (NCT02631070).
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Introduzione

Le sindromi mielodisplastiche (SMD) sono un gruppo di disor-
dini della cellula staminale emopoietica, classificati fra le neoplasie
mieloidi, caratterizzati dalla presenza di ematopoiesi displastica,
citopenia di una o pit filiere nel sangue periferico ¢ aumentato ri-
schio di evoluzione leucemica . L’incidenza di questa condizione &
all'incirca di 5 casi su 100.000 persone per anno nella popolazione
generale, ma aumenta fino a 50 casi su 100.000 persone per anno
dopo i 60 anni di eta. L'eta mediana alla diagnosi ¢ attorno ai 70
anni con una predominanza del sesso maschile. Questo significa che
nella popolazione italiana sono attese circa 3.000 diagnosi di SMD
per anno; a causa del progressivo invecchiamento della popolazione
I'incidenza di queste patologie ¢ in aumento. L'incidenza potrebbe
essere addirittura pit elevata di quella riportata dai registri interna-
zionali se si considera che molti casi sfuggono alla diagnosi a causa
della sintomatologia sfumata o della non candidabilita del paziente
all'esecuzione di un aspirato midollare . Le SMD sono caratteriz-
zate da un andamento clinico estremamente eterogeneo da paziente
a paziente. A questa variabilita clinica corrisponde una eterogeneita
biologica in termini di mutazioni genetiche che interessano diverse
vie metaboliche essenziali per la regolazione della vita cellulare .
Alla diagnosi, circa il 60-70% dei pazienti presenta una malattia a
basso rischio secondo gli score prognostici attualmente in uso .
La caratteristica clinica principale di questi pazienti ¢ rappresen-
tata dall’anemia, spesso severa (ovvero che necessita di regolare
fabbisogno trasfusionale): secondo i dati del registro europeo
(EUMDS) oltre il 50% delle SMD a basso rischio riceve trasfu-
sioni di globuli rossi entro 2 anni dalla diagnosi. Data la stabilita
della malattia nei pazienti con basso rischio di evoluzione acuta,
I'anemia e il supporto trasfusionale incidono in modo significativo
sulla morbilita e mortalita dei pazienti (oltre in termini di qualita
di vita e costi sociali) ¢,

Prevalenza e conseguenze cliniche
dell’anemia

Nei pazienti con SMD, la presenza di anemia severa (trasfusione-
dipendente) ha un effetto importante sulla probabilita di sopravvi-

venza. In uno studio su 374 pazienti con SMD, la comparsa di una
necessita trasfusionale regolare ¢ risultata associata ad una probabi-
licd significativamente pili bassa di sopravvivenza 7).

Diversi meccanismi possono spiegare l’impatto negativo indi-
pendente dell’anemia severa sull’outcome clinico dei pazienti con
SMD. In primo luogo, la severita dell’anemia probabilmente riflette
una maggiore severita della malattia in termini biologici (ovvero i
pazienti con anemia trasfusione-dipendente evolvono in percentuale
pili elevata e in tempi piti brevi in leucemia acuta mieloide (LMA)
rispetto ai soggetti con anemia non severa). In secondo luogo, I'ane-
mia cronica ¢ associata ad una maggiore mortalita e morbilita di per
sé nella popolazione generale, soprattutto negli anziani e nei pazienti
con malattia cardiaca preesistente. Infine, la trasfusione-dipendenza
impatta sulla morbidita e mortalita per gli effetti del sovraccarico di
ferro secondario ®.

In ragione del significato prognostico indipendente, il concetto
di anemia severa trasfusione-dipendente ¢ stato progressivamente
integrato negli score prognostici di uso clinico in queste patolo-
gie. Il primo esempio in questo senso ¢ rappresentato dal WHO
classification-based Prognostic Scoring System (WPSS). Sulla base della
classificazione WHO e della trasfusione-dipendenza, ¢ stato definito
un sistema di punteggio prognostico che ¢ in grado di classificare i
pazienti con SMD in cinque gruppi di rischio ©.

Nel tempo, ['uso della trasfusione-dipendenza ¢ stato criticato come
criterio troppo soggettivo per definire la gravitd dell’anemia. Per
ovviare a questa limitazione, nel 2011 ¢ stata integrata nello score
WPSS una definizione di anemia severa maggiormente oggettiva,
basata sulle soglie di emoglobina (ossia <9g/dl nei maschi e <8g/dl
nelle femmine) .

Pius recentemente, il gruppo di lavoro internazionale per la prognosi
delle SMD (IWG-PM) ha rivisto lo score convenzionale (/nterna-
tional Prognostic Scoring System, IPSS), sulla base dei risultati dell’a-
nalisi di una coorte multicentrica molto ampia di pazienti trattati
con terapia di supporto. Nello score /PSS-revised (IPSS-R, Tabella
1), sono stati determinati 5 nuovi gruppi di rischio citogenetico,
insieme a categorie ridefinite riguardo alla percentuale di blasti del
midollo osseo e a citopenie del sangue periferico stratificate in livelli
di severita crescente ©.




La migliore definizione del peso prognostico dell’anemia nello
score, assieme ad una pili accurata definizione delle implicazioni
cliniche di anomalie citogenetiche ricorrenti, consente una defini-
zione pil accurata della prognosi dei singoli pazienti con SMD, in
particolare quelli nelle fasi di malattia pili precoci. Questi dati di-
mostrano che I'implementazione clinica degli score che includono
la valutazione della presenza di anemia severa migliora il processo
clinico decisionale a livello individuale. Per questi motivi, I'TPSS-
R ¢ stato recentemente incorporato nell’ambito di linee guida te-
rapeutiche e nelle nuove sperimentazioni cliniche.

Nelle SMD, la malattia cardiovascolare & una causa prevalente di
mortalitd non leucemica ed ¢ strettamente associata alla severita
dell'anemia ”¥. T meccanismi di adattamento cardiovascolare all’a-
nemia comprendono una riduzione del post-carico e un aumento
del precarico cardiaco. Con la persistenza di questi compensi fi-
siopatologici, il cuore risponde con un cambiamento di geometria
cardiaca (rimodellamento), dapprima con ipertrofia ventricolare
sinistra e, in casi gravi, con lo scompenso cardiaco "%. Da un
punto di vista clinico generale, i pazienti trasfusione-dipendenti
hanno un rischio di scompenso cardiaco e una mortalita 2 volte
superiore rispetto ai pazienti non trasfusione-dipendenti 7.
Tenendo presente che quasi tutti i pazienti affetti da SMD pre-
sentano anemia nel corso della malattia, la terapia di supporto
trasfusionale, da sola o associata ad altri trattamenti, rimane tra i

provvedimenti pit diffusi e di maggiore importanza .

Scopo della terapia trasfusionale ¢ mantenere o migliorare la
qualita della vita (quality of life, QoL) e prevenire la morbilita e
la mortalita associate alla citopenia severa. La decisione di effet-
tuare una trasfusione di emazie concentrate nel paziente affetto da
SMD ¢ basata sulla concentrazione dell'emoglobina e sulle con-
dizioni cliniche del paziente ©). Sebbene le trasfusioni di emazie
concentrate siano la terapia di elezione del trattamento dell’ane-
mia severa, tale terapia induce un sovraccarico di ferro seconda-
rio, che pud a sua volta rappresentare una causa di morbilita .
Nell'uomo fisiologicamente mancano i meccanismi di escrezione
del ferro in eccesso, che quindi tende ad accumularsi nei tessuti.
Ogni unita di emazie concentrate contiene 200-250 mg di ferro,
per cui un paziente affecto da SMD che riceve 2-4 unita di emazie
concentrate al mese riceve 0,3-0,6 mg/kg di ferro al giorno. Cosi,
una volta che la quantita di ferro nel corpo supera i livelli nor-
mali di immagazzinamento, possono verificarsi danni funzionali e
strutturali epatici, endocrini (diabete mellito) e cardiaci. Oltre al
sovraccarico associato alla trasfusione, alcuni pazienti con SMD
presentano livelli elevati di ferritina anche se non hanno mai rice-
vuto trasfusioni di emazie, situazione questa che indica un alterato
metabolismo del ferro (Peritropoiesi inefficace nei pazienti affetti
da SMD ¢ associata a livelli ridotti di epcidina, con conseguente
aumento dell’assorbimento intestinale del ferro) V.

Score
Variabili
0 0,5 1 1,5 2 3 >4
Cariotipo* Molto favorevole Favorevole Intermedio Sfavorevole Moito
sfavorevole

Blasti (%) 0-2 - 3-4 - 5-10 >10 -
Emoglobina >10 8-9 <8 - - -
Piastrine >100 50-99 <50 - - - -

ANC >0,8 <08 - - - - -

GRUPPI DI RISCHIO
SCORE<1,5

SCORE 4-4,5
SCORE 5-6

Molto basso (mediana di sopravvivenza 9,3 anni - rischio di evoluzione leucemica raro)
SCORE 2-3 = Basso (mediana di sopravvivenza 6,3 anni - rischio leucemica del 25% a 10,8 anni)
Intermedio (mediana di sopravvivenza 3,3 anni - rischio leucemica del 25% a 3,2 anni)
Alto (mediana di sopravvivenza 1,2 anni - rischio leucemica del 25% a 1,4 anni)
SCORE>6 = Molto alto (mediana di sopravvivenza 0,6 anni - rischio leucemica del 25% a 0,7 anni)

* Molto favorevole: -Y, del(11q);
* Intermedio: del(7q), +8, +17, i(17), altre anomalie;

* Molto sfavorevole: cariotipo (>3 anomalie).

* Favorevole: normale, del(5g), del(12), del(20q), doppia alterazione che include del(5q);

* Sfavorevole: cariotipo complesso (3 anomalie), doppia alterazione che include -7/del(7q); 7, inv(3)/t(3)/del(3q);

Tabella 1 - Score IPSS-revised.




Fisiopatologia dell’eritropoiesi
inefficace

SMD con del5q

Nell’ambito delle SMD, un sottogruppo di pazienti presenta una
delezione isolata del cromosoma 5 (del5q) e caratteristiche peculiari,
OVVero una grave anemia macrocitica, una conta piastrinica normale
o elevata (con megacariociti ipolobati) e un basso rischio di progres-
sione leucemica 12,

Il primo passo verso la chiarificazione del meccanismo dell’eritro-
poiesi inefficace nella SMD associata a del5q ¢ stato la definizione
di una regione comune deleta (CDR) del braccio lungo del cromo-
soma 5 (che contiene circa 40 geni), presente in tutti i pazienti. Tale
delezione eterozigote ¢ sufficiente ad indurre il fenotipo clinico 9.
Il gene RPS14 (che codifica per un componente della subunita 40S
dei ribosomi) ¢ collocato nella CDR ed ¢ stato identificato come
un gene critico nell'induzione di anemia nella sindrome da 5q-,
attraverso un blocco significativo della differenziazione eritroide .
Mutazioni eterozigosi-inattivanti sono state descritte in una sin-
drome congenita, 'anemia di Diamond-Blackfan (DBA) caratte-
rizzata da una grave anemia macrocitica, analoga a quella che si
riscontra nella sindrome da 5q-. Circa il 25% dei casi di DBA ha
mutazioni nel gene RPS19 (che codifica per un componente diverso
della subuniti 40S dei ribosomi) .

In conclusione, I'aploinsufficenza di geni ribosomali ¢ fortemente
coinvolta nella patogenesi dell’eritropoiesi inefficace nelle SMD
con del5q e nella DBA. Lespressione diminuita di RPS14 e RPS19
provoca un drastico aumento dei livelli totali di p53 nelle cellule
eritroidi, con arresto del ciclo cellulare e induzione dell’apoptosi. In
modelli sperimentali, questa condizione ¢ associata alla comparsa
fenotipica di anemia macrocitica '¢!7).

La lenalidomide, analogo pili potente e meno tossico della talido-
mide, dotata in test preclinici di importanti effetti immunomo-
dulatori, anti-inflammatori e anti-angiogenetici ha rivelato sin dal
primo studio clinico di fase IT un’inattesa efficacia nelle SMD, con
particolare riferimento al gruppo con anomalia 5q- (risposta globale
dell’83% con il 75% di risposte citogenetiche complete) *®. Questa
prima osservazione ¢ stata subito seguita da studi di fase III che
hanno confermato questi dati estremamente rilevanti dal punto di
vista clinico (67% di risposte eritroidi nello studio SMD-003 ¢ 56%
nello studio SMD-004) 1220,

Dati pili recenti hanno fornito informazioni sul perché lenalido-
mide mostra una efficacia specifica nei pazienti con SMD e del5q.
In particolare, studi sperimentali hanno mostrato che lenalidomide
induce ['ubiquitinazione della caseina chinasi 1A1 (CKla) con con-
seguente degradazione. CKla ¢ codificata da un gene all'interno
della CDR sul braccio lungo del cromosoma 5 e la sua aploinsuf-
ficienza sensibilizza le cellule 5q- al trattamento con il farmaco. "

Anche se lenalidomide puo colpire selettivamente i cloni del5q, non
¢ un trattamento curativo; circa il 50% dei pazienti ha infatti una
recidiva clinica e citogenetica entro 2-3 anni di trattamento. Nei
pazienti che ricadono, si pensa che queste cellule staminali resistenti

Sindromi mielodisplastiche a basso rischio

si espandano, ripopolando in modo dominante il compartimento
dei progenitori emopoietici. Il preciso meccanismo molecolare sot-
tostante alla resistenza acquisita a lenalidomide non ¢ stato com-
pletamente chiarito, ma sembra essere associato alla presenza di un
clone con mutazione del gene TP53 (che codifica per la proteina
p53), gia presente in una fase precoce di malattia in quasi un quinto
dei pazienti SMD con del5q. Queste mutazioni sono associate ad
una prognosi pili severa con un aumento del rischio di evoluzione
leucemica e una ridotta probabilita di risposta a lenalidomide *2.

SMD con mutazione del gene SF3B1

Per alcune SMD con citopenia isolata, lieve, con blasti midollari <5%
e con cariotipo normale, la diagnosi differenziale con altre patologie
non neoplastiche diventa difficile. Una componente essenziale della
definizione di SMD ¢ la dimostrazione della natura clonale dell’e-
mopoiesi mielodisplastica ®. Con tecniche di citogenetica conven-
zionale una anomalia cromosomica clonale ¢ identificabile in meno
della meta dei pazienti con SMD. In uno studio estremamente ri-
levante, Walter et al. ¥ hanno eseguito un sequenziamento com-
pleto del genoma per identificare mutazioni somatiche ricorrenti in
campioni di midollo osseo di pazienti con LMA secondaria a SMD
(in cui erano disponibili cellule midollari nella fase SMD e nella fase
leucemica acuta). Circa il 90% delle cellule del midollo osseo ¢ ri-
sultato clonale in questi pazienti, gia nella fase di SMD. Questo stu-
dio formalmente ha dimostrato che quasi tutte le cellule delle linee
cellulari mieloidi del midollo osseo (cio¢ cellule eritroidi immature,
precursori granulocitari/monocitari e megacariociti) sono derivate
clonalmente da uno stesso progenitore nei pazienti SMD sin dal
momento della diagnosi. Una volta che il clone mielodisplastico ¢
diventato completamente dominante nel midollo osseo, la malattia
pud o meno apparire clinicamente evidente. Ad esempio, una mu-
tazione somatica del gene SF3B1 sembra essere in grado di causare
un fenotipo clinico di per sé (SMD con sideroblasti ad anello), men-
tre una mutazione del gene TET2 pud determinare ematopoiesi
clonale senza manifestazioni ematologiche, suggerendo che potreb-
bero essere necessari altri geni mutanti che collaborino nell’in-
duzione di un fenotipo ematologico clinicamente evidente 9.
Mutazioni nei geni coinvolti nel processo di splicing del’RNA si
trovano in oltre il 50% dei pazienti con SMD. L’osservazione che
le mutazioni dello spliceosoma sono principalmente mutazioni fon-
danti associate a diversi fenotipi clinici ha portato a ipotizzare che
esse possano dare luogo a cloni con predestinazione genetica diversa.
Le mutazioni somatiche del gene SF3B1 si trovano quasi esclusi-
vamente nei pazienti con SMD con sideroblasti ad anello (cellule
eritroidi con accumulo di ferro mitocondriale), caratterizzati da una
buona prognosi e un basso rischio di evoluzione leucemica. Altre
mutazioni dello spliceosoma indicano, invece, una prognosi severa.
Le mutazioni del gene SRSF2 si trovano principalmente nei pazienti
con displasia multilineare e/o eccesso di blasti e, a differenza delle
mutazioni di SF3B1, si associano ad un elevato rischio di evolu-
zione leucemica e ridotta sopravvivenza. Mutazioni di SRSF2 sono
state rilevate in circa un quinto dei casi di LMA secondaria ad altra




neoplasia mieloide e nel 40-50% dei pazienti con leucemia mielo-
monocitica cronica. Mutazioni di U2AF1, riportate in vari sottotipi
SMD, sono ritenute predittive di un elevarto rischio di evoluzione
leucemica e breve sopravvivenza 229,

Nelle SMD a basso rischio, I'obiettivo principale della terapia ¢ la
riduzione dell'anemia e dei sintomi ad essa correlati @\ I fattori di
stimolazione dell’eritropoiesi [eritropoietina (EPO) ricombinante,
darbepoetina] possono contribuire ad innalzare i livelli di emoglo-
bina, inducendo per periodi significativi un miglioramento della
qualita di vita nei casi non ancora trasfusione-dipendenti e per al-
cuni pazienti trasfusione-dipendenti possono ridurre o anche abolire
la dipendenza trasfusionale . Pur non essendoci ancora risultati da
studi prospettici, dati retrospettivi di elevata qualith mostrano come
I'incremento dei valori di emoglobine e/o riduzione o abolizione
della dipendenza trasfusionale, si possono associare ad aumento
della aspettativa di vita. I dati degli studi di fase II disponibili non
consentono di dimostrare la superiorita di una delle diverse mole-
cole di ESA sulle altre, cosi come non sembrano emergere sicure
differenze di risposta tra ESA da soli o associati ai fattori di crescita
mieloidi G-CSF o GM-CSEF. Dosi settimanali di 40.000 UI di EPO
o di 30.000 UI di EPO o 150 pg di darbepoetina costituiscono
la dose standard di attacco della terapia, anche se numerosi lavori
suggeriscono che dosaggi pit elevati (60-80.000 UI di EPO e 300
pg di darbepoetina) possono indurre una percentuale superiore di
risposte. La presenza di un basso numero di blasti midollari con
appartenenza a uno score IPSS basso o int-1, uno scarso o assente
fabbisogno trasfusionale e livelli di EPO endogena <500 UI sono
fattori favorenti la risposta agli ESA ©.
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Emoglobinuria parossistica

notturna
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Introduzione

L’emoglobinuria parossistica notturna (EPN) ¢ un raro disor-
dine ematologico di tipo acquisito derivante dall’espansione
clonale non maligna di una o pit cellule staminali emopoieti-
che che hanno subito una mutazione a carico del gene PIG-A
che si manifesta clinicamente con emolisi intravascolare acuta e
cronica, elevata incidenza di eventi trombo-embolici prevalente-
mente venosi e un grado variabile di insufficienza midollare con
possibili citopenie periferiche. L’eta media di insorgenza della
patologia ¢ compresa tra i 20 ed i 40 anni, ma occasionalmente
pud essere riscontrata in etd infantile o adulta-senile . E una
patologia rara con una incidenza di 1-5 casi per milione di abi-
tanti per anno; colpisce entrambi i sessi. In questi ultimi 10-20
anni, questa malattia ha suscitato un interesse crescente da parte
dei ricercatori e clinici per una serie di motivi di ordine clinico
e biologico: in primis la disponibilita di un esame diagnostico di
laboratorio basato su un test di tipo citofluorimetrico per la sua
identificazione; secondariamente per la recente commercializza-
zione di una terapia specifica e altamente efficace, basata sull’'im-
piego di un anticorpo monoclonale anti-complemento, e infine
per gli interessanti sviluppi di tipo biologico che ne hanno reso
un modello di patologia di estremo interesse per gli scienziati che
operano nel settore emopoietico 47

Un quadro clinico assimilabile a EPN ¢ stato per la prima volta
osservato gia alla fine dell’800, e nello stesso periodo ¢ stata
ipotizzata una abnorme suscettibilita dei globuli rossi (GR) alla
lisi in ambiente acido, specie durante le ore notturne a causa
dell’accumulo di anidride carbonica nel sangue. Sulla base di
questa osservazione, nel 1937 Thomas Ham ha messo a punto il
test, che tutt’ora porta il suo nome, in grado di evidenziare una
maggiore suscettibilita litica delle emazie di soggetti con EPN
dopo esposizione al siero acidificato; cid non avveniva nei GR
normali. Circa a meta del ‘900 ¢ stato scoperto il complemento,
un complesso sistema di proteine dell'immunita naturale, che
provoca la neutralizzazione e la lisi degli agenti infettivi, ma non
delle cellule normali del proprio organismo. Nel 1966, Rosse
¢ Dacie hanno dimostrato la maggior suscettibilita dei GR di

pazienti con EPN alla lisi del complemento ed hanno osservato
che in questi pazienti ¢ inoltre presente un mosaicismo di cellule
normali e cellule patologiche 7. Nel 1970 il gruppo di Luzzato
ha dimostrato la clonalita della malattia; le cellule patologiche
del’EPN infatti derivano dalla proliferazione di una comune
cellula emopoietica progenitrice portatrice del danno genetico
somatico che si riverbera su tutta la progenie ematopoietica (glo-
buli rossi, globuli bianchi e piastrine) 2.

Patogenesi
Nel 1993 Kinoshita e Takeda "V hanno identificato per la prima

volta una mutazione genetica specifica della malattia EPN, risul-
tata responsabile dei difetti di sintesi delle molecole di tipo GPL
Si tratta di mutazioni somatiche (acquisite) presenti sul cromo-
soma X, all'interno di un gene noto come PIG-A (Figura 1) 9.
La mutazione genica caratteristica della malattia EPN determina
la scomparsa di alcune glicoproteine di membrana sulla super-
ficie cellulare che causano delle alterazioni metaboliche e bio-
chimiche responsabili dei sintomi di malattia. In dettaglio, la
proteina codificata dal gene PIG-A ¢ rappresentata da un enzima,
glicosiltranferasi, che catalizza la sintesi della proteina glicosil-
fosfatidil-inositolo (GPI), la quale funge da ancora per numerose
glicoproteine di membrana (denominate GPI /inked) nei precur-
sori midollari e a cascata nei diversi citotipi ematici delle diverse
filiere ematopoietiche . Come conseguenza delle mutazioni a
carico di PIG-A, le cellule staminali mutate e tutta la loro proge-
nie mostrano carenze pilt 0 meno marcate nell’espressione di tali
proteine GPI-/inked, proporzionali al grado di deficit enzimatico
causato dalla mutazione del gene PIG-A (Figura 2).

La manifestazione clinica peculiare in corso di EPN, ovvero lo stato
emolitico intravascolare cronico con possibili acuzie, ¢ dovuto alla
carenza di due proteine GPI-/inked presenti sulla membrana eri-
trocitaria, denominate CD55 (CD=cluster di differenziazione) e
CD59, che le rendono particolarmente suscettibili all’azione litica
esercitata dal complemento. I1 CD55 (o fattore di accelerazione
del decadimento) previene la formazione del fattore C3-convertasi
del complemento e ne aumenta l'instabilita; il CD59 (o inibitore
di membrana della lisi reattiva) inibisce invece la formazione del
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Figura 1 - La molecola GPI svolge un ruolo importante nell ancoraggio di proteine che non possono penetrare allinterno della membrana lipidica per la mancanza di un
segmento idrofobo sufficientemente esteso. Circa 150 proteine e oltre 10 enzimi sono coinvolti nella formazione delle molecole GPI. Nel riquadro in alto a sinistra sono evi-
denziati i diversi tipi di proteine di membrana citoplasmatica tra cui le molecole transmembrana che rappresentano le forme piit frequenti.
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Figura 2 - La figura elenca le principali molecole di tipo GPI carenti nei diversi citotipi ematici dei pagienti affetti da EPN (ottenuta dal prof Luigi del Vecchio - Universita
di Napoli). CD: cluster di differenziazione.




Emoglobinuria parossistica notturna
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Figura 3 - Meccanismo di selezione clonale delle cellule GPI carenti e GPI- esprimenti nello schema emapoietico sottoposto ad un attacco autoimmune.

complesso di attacco alla membrana da parte del complemento
nelle cellule ematiche. La perdita di queste due molecole rende
quindi i GR maggiormente suscettibili alla lisi complementare.
La catena di eventi patogenetici in corso di EPN non ¢, comun-
que, ancora stata chiarita del tutto in quanto le numerosissime
mutazioni fino ad ora identificate nel gene PIG-A causano la
carenza delle proteine GPl-ancorate, ma non sono sufficienti a
spiegare il vantaggio proliferativo dei cloni EPN. A tale riguardo
si ipotizza I'azione di un danno tossico-immunologico mediato dai
linfociti T che colpisce la normale mielopoiesi e risparmia le cel-
lule GPI-carenti di tipo EPN. E possibile che in questa situazione
giochino un ruolo la comparsa di mutazioni geniche addizionali
che conferiscono un vantaggio proliferativo al clone EPN rispetto
289) (Figura 3).

L’applicazione di metodiche di sequenziamento massivo del ge-

alle cellule emopoietiche normali ¢

noma quali la next generation sequencing (NGS) hanno identi-
ficato che i pazienti con EPN presentano mutazioni geniche a
carico non solo del gene PIG-A ma anche di altri geni cosidetti
mieloidi, associati a patologie mieloidi quali le leucemie acute
mieloidi e neoplasie mieloproliferative croniche, quali i geni
TET2, SUZ12, U2AF1, JAK2 ).

In un recente articolo ¢ stata inoltre ipotizzata una origine con-
genita della mutazione del gene PIG-T in un paziente con un
quadro clinico assimilabile a EPN, insorta dopo sviluppo di una
mutazione somatica nella seconda copia del gene PIG-T coin-

volto nell’assemblare la molecola GPI con le proteine sulla su-
perficie cellulare 1012,

Criteri diagnostici

Dal punto di vista clinico-laboratoristico, la malattia EPN ¢ molto
eterogenea e include, secondo la classificazione di Parker ), forme
classiche a prevalente componente emolitica, forme associate a ci-
topenia talora correlate a quadri di disfunzioni midollari quali la
ipo-aplasia midollare o sindromi mielodisplastiche, e forme per lo
pit silenti dal punto di vista clinico caratterizzate da microcloni

GPI-carenti (Tabella 1).

Categorie Emolisi Disfunzione midollare
Forma classica + -

EPN associata ad

altre patologie + +

midollari (SMD, AA)

Subclinica -

Tabella I - Classificazione di Parker della malattia EPN™




Le principali caratteristiche cliniche osservabili in corso di EPN, e la Cause Cause
loro frequenza percentuale sono mostrate in Tabella 2. La percen- intracorpuscolari | extracorpuscolari
tuale di leucociti carenti in molecole GPI pu6 variare da < 0,01- 0,1 : :
al 99%. Molte di queste manifestazioni cliniche sono di grande ) Enmz?[?]lgbg;i%patle HUS Familiare
aiuto nell’iter diagnostico della malattia e sono riassumibili come Ereditarie i Membrgnopatie (carenza proteina C
riportato di seguito ¥ - Altro (rara PIG-T EPN) regolatoria)
- Malaria
Astenia, ridotta qualita della vita (quality of fe) | 95% Acquisite Emoglobinuria - Auto-immune
parossistica notturna - Drug-induced
Anemia 80-90% - Micro-angiopatica
q _RNO,
Dolore addominale 40-60% Tabella 3 - Classificazione delle anemie emolitiche sulla base di criteri genetici e di
Trombosi 40% localizzazione del danno cellulare.
Insufficienza midollare con citopenia 0
S . ) 10-45%
(piastrinopenia e/0 neutropenia)
Disfagia 30-40%
Insufficienza renale (GFR < 60 ml/min) 30%
Disfunzione eretile 35-50%
Emoglobinuria 20-25%
Dispnea 20%
Ipertensione polmonare 10-25% Figura 4 - Esame delle urine nei diversi momenti della giornata in pazgiente con

Tabella 2 - Principali manifestazioni cliniche e loro frequenza

* Anemia emolitica, di tipo intravascolare, negativa al test di Co-
ombs e quindi non di tipo autoimmune. Si contraddistingue per
un marcato aumento del valore plasmatico di lattato deidrogenasi
(LDH), una riduzione del valore della aptoglobina, incremento
dei reticolociti e talora della bilirubina indiretta. Sono presenti
inoltre elevati livelli plasmatici di emoglobina libera. La maggior
parte dei pazienti manifesta emolisi intravascolare cronica con esa-
cerbazioni acute (crisi emolitiche in condizioni di iper-attivazione
del complemento, come ad esempio in seguito ad episodi infettivi
batterici o virali). Una moderna classificazione delle anemie emo-
litiche ¢ illustrata in Tabella 3.

* Urine ipercromiche, di colore tipo coca cola o marsala, correlate
alla presenza di emoglobinuria macroscopica, che ¢ comunque ti-
picamente a poussee (Figura 4). L’emoglobinuria pud quindi essere
macroscopica, qualora le urine siano ipercromiche, ma spesso sola-
mente microscopica, rilevabile con i test biochimici sui campioni
urinari. Costante ¢ la presenza di emosiderinuria urinaria. La fre-
quenza delle emissioni di urine scure varia da paziente e paziente,
occorrendo generalmente 2-3 volte al mese, talora giornalmente o
in poche giornate in un anno in altri casi.

* Sideropenia e ridotto valore della ferritina come effetto della
iperplasia eritroide tipica delle forme emolitiche.

* Segni di disfunzione midollare: ipoplasia/aplasia midollare, sin-

drome mielodisplastica a basso rischio tipo anemia refrattaria con

EPN. Rilievo di urine ipercromiche color marsala evidenziate nelle prime urine del
mattino raccolte al risveglio del paziente dopo il periodo notturno.

displasia unilineare, o altre citopenie di incerto significato con
possibile granulocitopenia e/o trombocitopenia.

* Trombosi in sedi atipiche (coinvolgimento vasi intra-addominali,
sindrome di Budd-Chiari, vene cerebrali) e/o presenza di trombosi
recidivanti anche in pazienti in trattamento con farmaci anticoa-
gulanti orali (TAO).

* Dolore addominale come segno di sofferenza o ipoperfusione dei
vasi arteriosi o venosi del circolo addominale.

Compromissione della muscolatura liscia: spasmo esofageo, di-
sfagia e nell'uomo disfunzione erettile.
La gravita delle manifestazioni cliniche dipende da numerosi fattori
clinici e generalmente correla con i livelli di LDH, entita e frequenza
di episodi emolitici acuti, dimensione percentuale del clone EPN.
Spesso si rileva astenia, pallore, emissione di urine scure al mattino.
Sebbene I'esordio della malattia sia variabile e spesso insidioso da
riconoscere, il decorso risulta essere sempre di tipo cronico. Talora
trascorrono 5-10 o piti anni tra la comparsa dei primi sintomi e la
diagnosi definitiva di EPN. Oggigiorno, almeno nei paesi a sviluppo
industriale, la diagnosi risulta piti agevole, grazie alla diffusione delle
metodiche citometriche nella maggioranza dei centri ospedalieri.

Esami di laboratorio

L’anemia, per lo pitt macrocitica, ¢ riscontrabile con elevata fre-
quenza in corso di EPN con valori di emoglobina che perd pos-




sono variare tra 12 g/dL fino a 3-5 g/dL; nei casi di emolisi molto

ridotta, il valore dell’emoglobina puo tuttavia essere normale o

lievemente ridotto. Qualora si instauri una carenza marziale do-

vuta alla continua perdita di emoglobina ed emosiderina attra-
verso le urine, pud instaurarsi microcitosi delle emazie. Il numero
dei reticolociti ¢ nella maggior parte dei casi aumentato. I para-
metri ematochimici dell’emolisi intravascolare sono rappresentati
da aumento del valore LDH (valore medio 800 U/L, con valori
> 2.000 U/L in 10-25% dei casi), aumento della bilirubina indi-
retta, riduzione della emoglobinemia e dei livelli di aptoglobina.

Costante il rilievo della emosiderinuria nelle urine, da ricercarsi

con test specifici per la ricerca del ferro.

Il depauperamento progressivo delle riserve marziali dell’organismo

provoca diminuzione dei livelli di sideremia e di ferritina sierica.

[ pazienti che ricevono trasfusioni periodiche di emazie presentano

condizione di emosiderosi secondaria che si aggrava progressiva-

mente in diretta dipendenza alla richiesta trasfusionale.

Durante I'esacerbazione delle crisi emolitiche pud comparire la ca-

ratteristica emoglobinuria. Per quanto attiene il sintomo emoglobi-

nuria vanno fatte le seguenti precisazioni:

* lemoglobinuria vera e propria (ovvero il passaggio dell'emoglo-
bina libera nelle urine) si osserva nel 25% dei pazienti, deter-
minando il caratteristico viraggio delle urine dal colore giallo al
rossastro, fino al marrone scuro (urine “coca cola” o “marsala”),
in stretta dipendenza all’entitd dell’emolisi;

* 'emoglobinuria secondaria alla emolisi non ¢ necessariamente
notturna ma sembra essere piti frequente durante le ore di sonno,
anche diurno, forse a causa di variazioni del pH urinario;

* lentit dell'emolisi ¢ in parte correlata alle dimensioni del clone
EPN, al valore di LDH ematico, presenza di fenomeni trombotici
e prevalenza di cloni GPI completamente carenti (tipo I1) rispetto
a quelli del tipo II (parzialmente carenti). Vi sono pero casi con
cloni < 20% con spiccati segni di emolisi;

* per quanto I'emolisi sia costante e cronica, I'emoglobinuria ¢ ir-
regolare e pud essere favorita da infezioni, interventi chirurgici,
stress psicofisici, e, nella donna, dalla gestazione.

Frequente il riscontro di neutropenia con deficit della fosfatasi alca-

lina leucocitaria, ¢ la piastrinopenia.

La cellularita del midollo ¢ ridotta nei casi di EPN di tipo II, asso-

ciati ad ipoplasia midollare, mentre risulta normale o aumentata

con prevalenza di precursori eritroidi in fase basofila o policromatica
nelle forme di EPN classica di tipo emolitica. Possibile il riscontro
morfologico e istologico di lievi fenomeni di diseritropoiesi nucleare

e citoplasmatica anche nelle forme floride emolitiche.

Lo screening dello stato trombofilico del paziente (ricerca lupus

anticoagulante, anticorpi anticardiolipina, deficit antitrombina,

proteina C, proteina S, fattore V Leiden, mutazioni della protrom-
bina, iperomocisteinemia) ¢ utile per valutare il rischio trombotico
del paziente con EPN nel caso che la malattia esordisca con uno

o pitt eventi trombotici. Cio al fine di verificare un aumento del

rischio trombotico correlato alla concomitanza di fattori genetici

pro-trombotici, utili nel monitoraggio della malattia.

Emoglobinuria parossistica notturna

Test di Ham

Fino agli anni "80, la diagnosi di EPN si fondava sull'esecuzione del
test di Ham, che oggigiorno mantiene un valore meramente storico,
essendo superato dal test citofluorimetrico. Il test di Ham, o test
del siero acidificato, consiste nell'incubare le emazie del paziente
in siero normale compatibile, non riscaldato e acidificato: se sono
normali restano intatte, se il paziente ha una EPN vanno incontro
a lisi. Questo effetto non si ottiene, invece, in seguito a trattamento
del siero per mezzo del calore che inibisce I'attivita delle proteine del
complemento. [ sieri utilizzati nei vari controlli sono quindi il siero
del paziente ¢ un pool di sieri normali freschi acidificati e privi del
complemento in quanto il complemento ¢ stato rimosso ¥,

Test citofluorimetrico

Fino agli anni "80-90, il test di Ham ha rappresentato 'esame di
elezione per la diagnostica di laboratorio di EPN, ma negli ultimi
20-25 anni ¢ stato progressivamente sostituito dall’applicazione
della metodica citofluorimetrica con I'impiego di anticorpi mono-
clonali che riconoscono le proteine GPI-ancorate e sono coniugati
con fluorocromi che li rendono visibili all’analisi strumentale 319
Oggigiorno, I'esame laboratoristico patognomonico per la diagnosi
di EPN ¢ rappresentato dallo studio della espressione delle proteine
GPl-linked nelle diverse cellule ematiche mediante tecnica di ci-
tometria a flusso di tipo multicromatica. Il test ¢ nato dalla osser-
vazione che tutte queste proteine richiedono un glicolipide, noto
come glicosilfosfatidil-inositolo (GPI), per potere aderire alla super-
ficie cellulare. I cloni EPN si caratterizzano per una difettosa sintesi
di questa ancora che fa perdere I'espressione di tutte le proteine ad
essa ancorate. La mancanza di molecole GPI pud essere parziale o
totale come illustrato nel paragrafo successivo ¢'%.

La citometria a flusso rappresenta la metodica d’elezione per la dia-
gnosi definitiva di EPN. E un test semplice e rapido che ha permesso
di ridurre in maniera significativa l'intervallo di tempo tra comparsa
dei sintomi di malattia e diagnosi clinica. L’esame citometrico ha un
specificita prossima al 100% e una elevata sensibilita che consente
di evidenziare anche la presenza di cloni molto piccoli in condizioni
subcliniche. Lestrema specificita della citometria a flusso deriva
dalla sua capacita di valutare direttamente in modo qualitativo e
quantitativo I'espressione delle proteine GPI-/inked di membrana
tramite 'uso di anticorpi monoclonali marcati con sostanze fluo-
rescenti. Storicamente, le prime molecole di membrana ad essere
state valutate in caso di sospetto EPN sono rappresentate dal CD55
e CD39, ovvero le due molecole piti direttamente coinvolte nella
patogenesi della malattia. Studi recenti di citometria multicolore
hanno pero dimostrato che I'analisi dell’espressione di questi mar-
catori sulle emazie non consente una corretta valutazione dell'entita
del clone EPN, a causa di diversi fattori: interferenza rappresentata
della stessa emolisi, nonché dalla pratica di trasfusioni nei soggetti
trasfusione - dipendenti, per quanto attiene le emazie, e scarsa sen-
sibilita del marcatore CD55 nel quantificare in maniera affidabile la
carenza di molecole GPI. Lo stesso ¢ avvenuto per la quantificazione
dei cloni EPN nei granulociti neutrofili e monociti. Per ovviare a




questa limitazione si ¢ quindi passati allo studio dell’espressione
di altre molecole GPI-/inked, in particolare sui leucociti. Le piu
recenti linee guida, sia italiane che internazionali, suggeriscono di
eseguire I'analisi su almeno 2 popolazioni leucocitarie, i granulo-
citi neutrofili come popolazione di riferimento e i monociti come
popolazione di conferma, considerando I'espressione di molecole
GPI-linked specifiche quali CD16, CD24, CDG66b sui granulo-
citi, CD14 0 CD48 e CD157 sui monociti. Nella popolazione
eritrocitaria i markers di elezione sono rappresentati dal CD59
e dal CD235 per la corretta identificazione della popolazione
eritrocitaria. Per evitare di considerare erroneamente come cloni
EPN forme immature che esprimono fisiologicamente in maniera
ridotta tali molecole di membrana, si rende necessario effettuare il
test citofluorimetrico esclusivamente su campioni di sangue peri-
ferico, escludendo i campioni midollari. Le popolazioni granuloci-
tarie e monocitarie devono essere identificate in maniera specifica
mediante gate immunologico, utilizzando anticorpi monoclonali
anti CD15 o0 CD33. La recente introduzione nella pratica labora-
toristica di un nuovo reagente altamente sensibile e specifico per
lo studio delle molecole GPI-/inked sui leucociti e denominato
FLAER (Fluorescent Aerolysin) ha dato un notevole impulso alla
diagnostica di EPN. Il FLAER rappresenta una variante inattiva
della tossina batterica detta aerolisina: la peculiarita piu rilevante
di questa molecola ¢ quella di legare direttamente I'ancora GPI,
risentendo in misura minore dello stadio maturativo cellulare, ¢ la

possibilita di essere impiegata in analisi multiparametriche unita-
mente ai marker immunofenotipici citati in precedenza 2. In
base ai dati citofluorimetrici, i pazienti con EPN possono conte-
nere tre distinte popolazioni di emazie che presentano un diverso
grado di sensibilita alla lisi complemento-mediata: normale (defi-
nita anche clone EPN-I), 3-5 volte superiore al normale (definita
clone EPN-II o parzialmente carenti in molecole GPI) e 25-30
volte superiore al normale (o clone EPN-III, completamente defi-

citari in molecole GPI) (Tabella 4, Figura 5).

II'test citofluorimetrico va eseguito su campione di sangue periferico

La carenza di molecole GPI va accertata in almeno 2 citotipi ematici
(granulociti neutrofili e globuli rossi 0 monaociti)

Nei GR la percentuale di molecole GPI carente & sempre inferiore che
nei GB, in quanto una parte sono emolizzati o, nei casi trasfusi, sono di
origine del donatore

Per identificare piccoli cloni EPN & necessario identificare almeno 30
elementi GPI carenti

- Analisi ad alta sensibilita: 0,01% / 300.000 eventi

- Analisi a sensiblita standard: 0,1%/ 30.000 eventi

- Analisi a bassa sensiblita: 1% / 3.000 eventi

Tabella 4 - Ruolo della citometria a flusso nella diagnosi di EPN clinica e sublinica.
Elenco delle principali caratteristiche diagnostiche necessarie per la diagnosi di EPN.
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Figura 5 - Test diagnostico di EPN in citometria a flusso. Distribuzione delle popolazioni GPI positive e negative nella popolazione granulocitaria ed eritrocitaria analizzata

in corso di EPN.




Nel 2005 I'International PNH Interest Group (I-PIG) ha proposto
uno schema classificativo che considera I'individuazione citofluo-
rimetrica di un clone EPN la condizione necessaria, ma non suf-
ficiente, per porre la diagnosi di EPN, in assenza di informazioni
cliniche circa I'emolisi e lo stato funzionale del midollo osseo. Og-
gigiorno si ritiene che la diagnosi deve essere sia laboratoristica che
clinica, per quanto risulta chiaro che la presenza di cloni EPN di
una certa significativita rappresentino la espressione patognomonica
di una malattia EPN 121,

L’applicazione di moderne tecniche di citometria multicolore ad
alta sensibilitd che prevedono I'acquisizione di 500.000 fino a 2
milioni ed oltre di eventi, ha permesso di identificare la presenza
di cloni di EPN con frequenza inferiore a 1/10.000 (< 0,01%) in
diverse condizioni ematologiche e internistiche, ma il significato cli-
nico di queste forme non ¢ ancora stato chiarito 2.

Negli ultimi 10-15 anni, grazie all impegno di un ricercatore italiano,
(prof Luigi del Vecchio, Universita di Napoli) ¢ stato creato un ar-
chivio nazionale di cloni EPN (denominato Clonoteca EPN), che
consiste in un database per la raccolta di informazioni anamnestiche
e diagnostiche per i casi di EPN sospetta e conclamata. Con questo
strumento ¢ possibile effettuare valutazioni statistiche e monitorare
nel tempo i casi risultati positivi. Questo ha permesso di identificare
diverse varianti rare di EPN, quali quelle presenti solo sui globuli
bianchi e non sulle emazie (white PNH, di tipo non emolitico, che
colpisce solo i leucociti e non i GR), o varianti esclusive per i mono-
citi, o per granulociti neutrofili o per globuli rossi. I risvolti clinici e
molecolari di queste rare varianti laboratoristiche sono in corso di
valutazione da parte del gruppo di Ravenna in collaborazione con il
gruppo dell’Universita di Napoli.

La biopsia midollare non ¢ necessaria per la diagnosi, ma ¢ di par-
ticolare aiuto nell'inquadramento dei casi associati a citopenia con
sospetta insufficienza midollare. In questi casi la biopsia osteo-mi-
dollare, I'agoaspirato midollare coadiuvato da analisi citogenetiche,
biomolecolari, citoenzimatiche e immunofenotipiche permettono di
porre diagnosi di sindrome mielodisplastica o ipo-aplasia midollare .

Screening trombofilico

Sebbene il meccanismo fisiopatologico non sia stato ancora completa-
mente chiarito, i pazienti con EPN sia nella forma florida che associata
a disfunzione midollare presentano un aumentato rischio di episodi
tromboembolici sia di natura venosa che, in minor misura, arteriosa.
Nelle casistiche pitt ampie pubblicate in epoca pre-eculizumab, il ri-
scontro di una o pili trombosi € stato osservato in circa il 40% dei casi,
identificando quindi la EPN come una delle patologie internistiche
gravata da maggiore rischio trombotico in medicina interna 2%,
La trombosi rappresenta la principale causa di morte nei pazienti
affetti da EPN, costituendo il 60-65% degli eventi fatali in questi
pazienti.

Per quanto il meccanismo patogenetico alla base della trombosi non
sia stato identificato con univocit, sono stati descritti diversi fattori
pro-coagulanti quali:

* azione esercitata dall'emoglobina libera e da altre sostanze rilasciate
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dagli eritrociti lisati quali ADP;

* stato di attivazione delle piastrine a causa della minor espressione
di proteine GPI-/inked in grado di contrastare I'azione del com-
plemento;

* stato di attivazione delle cellule endoteliali di rivestimento dei vasi
sanguigni;

¢ stato di attivazione dei leucociti;

* riduzione dell’efficienza della fibrinolisi endogena.

Locclusione dei piccoli vasi del distretto addominale ¢ all’origine

della frequente dolorabilita addominale riferita dai pazienti, cosi

come 'occlusione di piccoli vasi cerebrali sembra essere alla base
della sintomatologia dolorosa che colpisce la funzione visiva o la
comparsa di sintomi neurologici. Anche la funzionalita renale pud
essere compromessa da eventi trombortici che si localizzano a questo
livello. Frequenti sono inoltre trombosi che colpiscono sedi inu-

suali, quali venule epatiche e vena porta, determinando il quadro
clinico della sindrome di Budd-Chiari ¢329.

Parametri ematologici

Un terzo segno clinico che di frequente si accompagna all’EPN ¢
rappresentato dalla citopenia uni- o multilineare, che puo sfociare
in gravi forme di aplasia midollare. L’evoluzione del’EPN in forme
di mielodisplasia o leucosi acuta ¢ rara.

I legame tra EPN ed aplasia midollare ¢ molto stretto e complesso
e ancora in buona parte da chiarire: infatti, se in taluni casi I'aplasia
risulta essere una complicanza che segue lo stato morboso del’EPN,
in molti altri 'EPN segue lo stato di anemia refrattaria o di aplasia
vera e propria, addirittura migliorando la citopenia. Vi ¢ una corre-
lazione epidemiologica tra insorgenza di aplasia midollare ed EPN:
ad esempio nei paesi orientali quali la Tailandia in cui la prevalenza
di queste 2 forme appare nettamente aumentata.

La stretta correlazione tra le due condizioni ¢ di sicuro interesse
scientifico e si puo ipotizzare che le alterazioni di membrana del
clone patologico riescano in qualche modo a proteggerlo da un
disordine immunologico/autoimmune mediato dai linfociti T che
induce 'aplasia midollare, attaccando le molecole GPI sulla super-
ficie cellulare. L’emopoiesi GPI carente sembra avere un vantaggio
proliferativo rispetto alla emopoiesi normale, per cui 'emergere di
cloni EPN determina spesso un progressivo miglioramento del de-
ficit produttivo midollare 29,

Parametri di funzionalita renale

L'insufficienza renale cronica ¢ un rilievo frequente in corso di EPN,
anche se questa manifestazione clinica ¢ stata fino ad ora oggetto di
pochi studi approfonditi in casistiche di un certo rilievo, dove il 64%
dei pazienti con EPN presenta un danno renale variabile tra stadio 1
e 5 con compromissione della sua funzione. 11 21% di questi presen-
tava una insufficienza renale agli stadi 3-4 o 5 (fase terminale). Una
analisi retrospettiva del Registro spagnolo ha osservato che il danno
renale compare mediamente dopo 6 anni, mentre Iintervallo dalla
diagnosi alla comparsa di insufficienza renale cronica era di 12 anni.
Emoglobinuria, dolore addominale e dispnea sono i fattori predittivi
di comparsa di danno renale; di interesse inoltre I'associazione tro-




vata in alcuni studi tra incidenza di eventi trombotici e danno renale,

permettendoci di ipotizzare che I'insorgenza di fenomeni ischemici

trombotici di tipo micro-macrovascolari possano rendere conto dello
sviluppo della IRC @)

Nei pazienti con EPN la mortalita correlata alla IRC o acuta ¢ stata

stimata attorno al 10%.

Dal punto di vista anatomopatologico, vi sono pochi studi fino ad

ora eseguiti in biopsie renali di pazienti affetti da EPN. Nei pochi

report pubblicati, comprese alcune osservazioni personali, sono state
identificate le seguenti alterazioni:

* presenza di glomeruli sclero-ialini;

¢ dilatazioni delle anse capillari;

* presenza di tubuli con segni di sofferenza e caratterizzati da depo-
siti di emosiderina a livello intraepiteliale (evidenziati in colora-
zioni al Blu di Prussia);

* quadri di atrofia tubulare;

* ispessimento parietale dei vasi;

* comparsa di cilindri ialini endoluminali.

Dal punto di vista eziopatogenetico i seguenti eventi fisiopatologici

sembrano giocare un ruolo nel determinismo della IRC: attivazione

incontrollata del complemento, emolisi acuta e cronica, rilascio di

Hb libera, deplezione ossido nitrico (NO), formazione metaemo-

globina, stress ossidativo con accumulo di ROS, eccesso di emosi-

derina nel filtrato glomerulare, deposito di emosiderina nei tubuli
prossimali, risposta inflammatoria locale, stimolo pro-apoptotico
per cellule renali, danni delle membrane cellulari compresa quella

mitocondriale, emosideruria ed emoglobinuria (Figura 6).

Gli studi radiologici in RMN hanno evidenziato che i danni renali

in corso di EPN hanno un pattern abbastanza tipico caratterizzato

da inversione del pattern cortico-midollare in T1 e da una riduzione
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della intensita di segnale a livello corticale in T2.

Sia gli studi registrativi che alcuni trials clinici pitt recenti hanno
inequivocabilmente dimostrato come I'eculizumab sia in grado di
stabilizzare i danni renali nei pazienti con EPN, rispetto ai pazienti
trattati con terapia sintomatica.

Nell’eventualita si verifichino episodi trombotici, il paziente dovra
essere sottoposto ad indagini di imaging quali la tomografia com-
puterizzata/ TAC, la risonanza magnetica nucleare/RM nelle sedi
anatomiche interessate.

L’esame del midollo osseo mediante aspirato midollare e biopsia
ossea ¢ necessario per la corretta classificazione della malattia, in
quanto permette di distinguere tra EPN classica ed EPN associata
ad insufficienza midollare.

Lo screening dello stato trombofilico del paziente (ricerca lupus an-
ticoagulante, anticorpi anticardiolipina, deficit antitrombina, pro-
teina C, proteina S, fattore V Leiden, mutazioni della protrombina,
iperomocisteinemia) ¢ utile per valutare il rischio trombotico del
paziente, aggiuntivo rispetto al rischio gia significativo dovuto alla
presenza della EPN e per valutare una eventuale TAO.

Esami di monitoraggio
Di seguito ¢ riportato 'elenco degli esami/visite necessarie nel fol-

low up del paziente affetto da EPN (Tabella 5).

Esame/procedura Indicazioni

Esami di Laboratorio

- Emocromo

- Funzionalita epatica

- Funzionalita renale

- Funzionalita cardiaca

- Parametri della coagulazione

Ogni mese alla diagnosi
(ogni 2-3 mesi durante la terapia
con eculizumab)

- Valutazione del clone EPN
in citometria a flusso

Ogni 6 mesi, o pitl frequenti in caso
di variazioni del quadro clinico

Consigliato in fase di esordio
di EPN nel caso si siano verificati
episodi trombotici

- Screening trombofilico

Da esequirsi nei casi di EPN associata
a sindrome mielodisplastica o anemia
aplastica-ipoplastica

- Aspirato midollare

Ogni mese alla diagnosi

Valutazione Clinica (ogni 2-3 mesi durante la terapia
con eculizumab)
Intervalli di tempo variabili
- Ecocardiogramma in base alla presenza o assenza

di alterazioni di rilievo

Figura 6 - Principali meccanismi fisiopatologici responsabili del danno renale in
corso di EPN.

Tabella 5 - Indagini diagnostiche complementari necessarie per un corretto inqua-
dramento ¢ follow up del paziente con sospetto EPN.




Nei pazienti con una diagnosi confermata di EPN, in presenza di
condizioni cliniche stabili, la dimensione del clone patologico do-
vrebbe essere monitorata ad intervalli regolari, semestrali o annuali,
al fine di accertare riduzioni o aumento delle dimensioni del clone
EPN. Al contrario, ogni peggioramento dei segni clinici dovrebbe
indurre a controlli piti frequenti. I pazienti che si presentano con un
quadro di emolisi o di trombosi senza una chiara diagnosi di EPN,
dovrebbero essere testati in modo seriale, al fine di poter individuare
un eventuale clone EPN al momento della sua comparsa. Sono state
dimostrate risoluzioni spontanee di cloni EPN in casi sporadici. Nei
casi di anemia aplastica o di sindrome mielodisplastica in cui, grazie
a metodiche ad alta sensibilita, si sia individuato un microclone
EPN, un monitoraggio prolungato puo essere importante perché
I'incremento delle dimensioni del clone puo anticipare la trasforma-
zione dell’aplasia in EPN emolitica. Trattandosi di patologia cro-
nica che puo incidere sullo stile di vita del paziente e dei familiari,
nei casi in cui si rendesse necessario ¢ consigliabile un adeguato
supporto psicologico al fine di garantire un sereno rapporto con la
patologia medesima e le sue implicazioni ®.

Sono stati inoltre identificati diversi indici di outcome, quali la pre-
senza o assenza di sintomi di malattia, gli indici di qualita della vita,
gli indici di emolisi, I'incidenza di eventi trombotici, la richiesta di
supporto trasfusionale.

In letteratura non sono presenti studi in merito al monitoraggio del
paziente affetto da EPN non in terapia. Recentemente sono com-
parse indicazioni sulla valutazione di questi pazienti all'interno delle
linee guida spagnole e tedesche sulla gestione del paziente affetto
da EPN. Nelle linee guida non sono tuttavia indicate le tempisti-
che e precisati gli aspetti da valutare nel corso del monitoraggio
del paziente. Nel 2017, un panel di esperti italiani ha pubblicato
delle raccomandazioni per la presa in carico ed il monitoraggio dei

pazienti affetti da EPN 60 (Tabella 6).

Terapia

Fino a 10-15 anni fa, la terapia del’EPN ¢ stata prevalentemente
finalizzata al controllo dei sintomi di malattia. Con la sola terapia
di supporto, tuttavia, nel 1995 la mortalitd osservata si attestava al
35% a 5 anni dalla diagnosi, con una mediana di sopravvivenza di
10,3 anni; per quanto questi dati siano stati confermati anche in
casistiche pili recenti, in un ulteriore studio si ¢ evidenziata una me-
diana di sopravvivenza notevolmente pilt lunga, pari a 22 anni ®'.

Terapia sintomatica

* Anemia. Si basa sull’'uso di trasfusioni di globuli rossi concentrati
per correggere 'anemia; I'impiego di prodotti a base di ferro per
via orale o endovena; somministrazione di folati, eritropoietina
(EPO) o androgeni, questi ultimi per correggere un quadro di
ipoplasia midollare. L'uso di EPO ¢ controversa, in quanto vi sono
evidenze che possa stimolare prevalentemente i cloni EPN rispetto
ai GR normali. I corticosteroidi (prednisone, 0,5-1 mg/kg/die con
successiva riduzione progressiva dei dosaggi) sono stati impiegati
in passato per ridurre I'emolisi intravascolare ma oggigiorno ven-
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Esame/procedura Indicazioni

Esami di Laboratorio

- Emocromo

- Funzionalita Epatica
P Ogni mese alla diagnosi

(ogni 2-3 mesi durante la terapia
con eculizumab)

- Funzionalita Renale
- Funzionalita Cardiaca

- Parametri della coagulazione

- Valutazione del clone EPN
in citometria a flusso

Ogni 6 mesi, o pill frequenti in caso
di variazioni del quadro clinico

Ogni mese alla diagnosi
(ogni 2-3 mesi durante la terapia
con eculizumab)

Valutazione Clinica

Dati anamnestici e di base

Dati anagrafici e storia familiare

Eta di esordio e sintomi

Valutazione sintomatologia del paziente (emoglobinuria, astenia,
dolore addominale, disfagia, dispnea, disfunzione erettile)

Emocromo

LDH

Clone EPN all'esordio di malattia

Inquadramento clinico e follow up

Esame emocromocitometrico con conta reticolocitaria

LDH, bilirubina, aptoglobina, esame urine completo e funzionalita renale

Valutazione del clone EPN in citometria a flusso

Tabella 6 - Esami e procedure per la presa in carico e il monitoraggio dei pazienti
con EPN. 9

gono riservati al trattamento dell’emolisi extravascolare, possibile
complicanza in corso di trattamento con eculizumab (vedi para-
grafo terapia con eculizumab).

* Sovraccarico di ferro. I pazienti in terapia trasfusionale cronica
possono sviluppare dei quadri di siderocromatosi con livelli di
ferritina molto elevati (> 2.000 ng/ml) per cui ¢ indicata una te-
rapia ferrochelante con farmaci orali o mediante microinfusore
sottocute.

* Trombosi. Si basa sull'impiego terapeutico di eparina a basso
peso molecolare e anticoagulanti orali tipo TAO (dicumarolici,
scarsa 'esperienza con i nuovi anticoagulanti orali). Nel periodo
antecedente all'immissione in commercio dell’eculizumab, i di-
cumarolici sono stati impiegati in profilassi per la prevenzione
della trombosi nei pazienti con EPN. Tale pratica pero ¢ risul-




tata poco efficace nel ridurre I'incidenza di eventi trombortici,
per cui oggigiorno il suo impiego risulta sporadico. Va inoltre
considerato in questi pazienti il rischio emorragico, che in alcuni
pazienti risulta elevato a causa della concomitante piastrinope-
nia. Nei casi di sindrome di Budd-Chiari, pud essere indicata la
terapia trombolitica.

* Terapia del dolore. Si fonda sull’uso di farmaci antinfiamma-
tori non steroidei (FANS), antispastici e, solo occasionalmente, di
analgesici maggiori di tipo morfinico.

Anticorpi monoclonali anti-complemento
Eculizumab ¢ un anticorpo monoclonale umanizzato diretto contro
la frazione C5 del complemento. Il legame con il C5 esercita in
vitro e in vivo una potente azione inibitoria nei confronti dell’atti-
vita biologica esercitata della frazione 5 complemento. Eculizumab,
quindi, bloccando Iattivazione del complemento terminale, risulta
in grado di inibire la citolisi dei GR e di conseguenza blocca efhi-
cacemente I'emolisi intravascolare limitando il rilascio di emoglo-
bina libera. Eculizumab ¢ stato sviluppato attraverso 3 studi clinici
controllati, svolti su un totale di 195 pazienti. Questi studi hanno
inequivocabilmente dimostrato come questo farmaco eserciti un
ruolo terapeutico fondamentale nel controllo dei segni e sintomi
correlati ad EPN.

Tra le principali attivita cliniche di eculizumab ricordiamo:

- Riduzione dell’emolisi: LDH rappresenta I'indice piu sensibile
di emolisi intravascolare. Una sua riduzione dell’'86% ¢ osserva-
bile dopo 12 mesi di trattamento (da una media di 2051 U/L a
297 U/L).

- Riduzione della necessita trasfusionale: il fabbisogno trasfusio-
nale viene ridotto del 74%. I pazienti non rispondono tutti alla
medesima maniera per cui vi sono i cosidetti good responder in cui i
valori di Hb rientrano ai valori di normalita fino a casi con risposte
minime o assenti. La presenza concomitante di ipoplasia midollare
puo limitare I'efficacia clinica del farmaco.

Riduzione dell’incidenza di trombosi: la riduzione dell'inci-
denza di eventi trombo-embolici in seguito a terapia con eculizu-
mab ¢ rilevante, a prescindere dal fatto che i pazienti fossero o
meno in terapia anticoagulante (rispettivamente 94% vs 92% di
eventi trombotici in meno).

Protezione dalle complicanze internistiche: eculizumab riduce
in maniera significativa sia I'incidenza di ipertensione polmonare,

1

che di insufficienza renale.
Effetto su sintomi e qualita della vita: eculizumab ha dimostrato
un miglioramento rapido e clinicamente significativo dell’affa-

1

ticamento ed un miglioramento della qualita della vita generale
mantenuto nel tempo.

1

Effetto sulla sopravvivenza: I'aspettativa di vita dei pazienti con
EPN ¢ drasticamente migliorata dopo I'avvento del farmaco ecu-
lizumab. Recenti studi hanno evidenziato che in seguito a tratta-
mento con eculizumab, la sopravvivenza media dei pazienti EPN
¢ del 95,5% a 5 anni, sovrapponibile a quella della popolazione
normale di pari sesso ed eta.

Bisogna comunque sottolineare che I'inibizione del complemento
indotta dal farmaco predispone ad infezioni batteriche, in par-
ticolare batteri capsulati come il meningococco. Per contrastare
questo effetto indesiderato si ricorre alla vaccinazione anti-menin-
gococcica dei soggetti prima di intraprendere il trattamento con
eculizumab. La vaccinazione consigliata ¢ di tipo tetravalente, per
assicurare una copertura per i sottotipi A,C W, Y del meningo-
cocco. Negli ultimi anni si € reso disponibile anche il vaccino per
il sottotipo B del meningococco; questo perd viene generalmente
somministrato dopo I'inizio del trattamento con eculizumab.
Nella pratica clinica, fino ad oggi non sono stati definiti con pre-
cisione i criteri di elegibilita per il trattamento con eculizumab.
Dal punto di vista regolatorio, un aumento del valore di LDH
superiore a 1,5 volte, 'anemia o la presenza di sintomi elencati
pill avanti, possono essere utilizzati per intraprendere il tratta-
mento con eculizumab. Esistono pero notevoli divergenze cliniche
nell’approccio alla terapia sia nel territorio nazionale che a livello
europeo e mondiale in generale, per cui ¢ auspicabile che un panel
di esperti possa fornire nel prossimo futuro delle raccomandazioni
utili in questo contesto.

Come regola generale, si pud affermare che i pazienti che pre-
sentano elevati indici di emolisi (LDH 2> 1,5 ULN, ed in par-
ticolare > 1.000-1.500 U/L), la presenza di una sintomatologia
clinica evidente (uno o pilt sintomi tra i seguenti: astenia, dispnea,
dolori addominali, disfagia, disfunzione erettile), severa anemia,
frequenti crisi di emoglobinuria, eventi trombotici in atto o pre-
gressi, presenza di cloni EPN di grossa taglia (> 50%), sono consi-
derate categorie ad alto rischio che inducono il clinico ad iniziare
un trattamento con eculizumab.

[ pazienti di nuova diagnosi necessitano di uno stretto monito-
raggio clinico e del clone PNH al fine di valutare I'evoluzione
della malattia, specialmente nelle forme associate ad ipoplasia
midollare.

Eculizumab viene somministrato al dosaggio di 600 mg mediante
infusione endovenosa, una volta la settimana, durante la fase di
induzione di 4 settimane. Dalla 5% settimana inizia la fase di man-
tenimento con infusioni di eculizumab 900 mg ogni 14 +2 giorni.
La terapia va proseguita per anni, verosimilmente per tutta la vita,
ad eccezione di queti rari casi in cui il clone EPN tende a ridursi
progressivamente fino alla sua scomparsa. La somministrazione
di eculizumab puo essere anticipata ad un intervallo di 12 giorni
dalla precedente terapia, qualora il paziente presenti urine mar-
salate e/o incremento del valore di LDH in 122 o 13? giornata
dopo la precedente infusione. In rari casi puo essere necessario un
dosaggio di 1.200 mg per ridurre 'emolisi di alcuni pazienti con
EPN non controllati dal dosaggio convenzionale.

Gli effetti collaterali di eculizumab si sono dimostrati di entita
lieve 0 moderata, anche nella somministrazione a lungo termine.
E stato registrato un lieve aumento nell’incidenza di infezioni me-
ningococciche (0,6%), per cui ¢ obbligatoria I'esecuzione di una
vaccinazione profilattica contro la Neisseria meningitidis prima
dellinizio della somministrazione di eculizumab, con periodici ri-




chiami (3-5 anni a seconda del tipo di vaccino) per tutta la durata
del trattamento.

Un altro fenomeno osservabile in una minoranza di pazienti
con EPN in trattamento con eculizumab ¢ la perdita progres-
siva dell’efficacia del farmaco sul mantenimento dei valori di
emoglobina nel range di normalita. In una elevata percentuale
di questi casi ¢ documentabile la comparsa di una emolisi extra-
vascolare C3 mediata, con positivizzazione del test di Coombs
correlato all’azione della frazione 3 del complemento. Per limi-
tare 'aggravarsi di questo fenomeno sono state proposte diverse
terapie spesso poco efficaci o non scevre di rischi quali la terapia
steroidea a dosaggio medio-elevato, la splenectomia chirurgica,
'embolizzazione selettiva splenica. La positivizzazione del test di
Coombs C3 mediato ¢ riscontrabile in una frazione significativa
di casi, ma per fortuna in 2/3 di questi il rilievo di laboratorio
risulta privo di risvolti clinici.

Terapia immunosoppressiva

E indicata nelle varianti di EPN associata ad aplasia severa e si basa
sulla somministrazione di siero antilinfocitario, ciclosporina, ste-
roidi e fattori TPO mimetici quali eltrombopag.

Trapianto di cellule staminali emopoietiche

Fino a 10-15 anni fa, ovvero in epoca pre-eculizumab, il trapianto
di cellule staminali emopoietiche di tipo allogenico rappresentava
I'unica opportunitd di cura definitiva di questa malattia.

Nelle casistiche fino ad oggi riportate in letteratura, la mortalita
correlata alla procedura allo-trapiantologica si aggira tra il 25 e il
50%, per cui oggigiorno questa terapia va riservata a casi selezionati
in cui la malattia risulta particolarmente severa e invalidante per il
paziente in assenza di risposta ai trattamenti convenzionali ivi com-
preso I'eculizumab. Una storia di trombosi pre-trapianto rappre-
senta un fattore prognostico negativo sull’'outcome dei pazienti. Nei
casi fino ad ora descritti € riportata inoltre una elevata incidenza di
malattia veno-occlusiva (VOD) (fino al 50% dei casi), e di GYHD
grado 3-4 (30-40%).

II trapianto allogenico viene generalmente praticato nelle forme as-
sociate ad aplasia severa non responsive ai trattamenti immunosop-
pressivi o ai rari casi di mielodisplasie a basso rischio evoluti in alto
rischio con blastosi periferica e midollare “*41).,

Non vi sono protocolli clinici condivisi per la gestione ottimale
del paziente con EPN in terapia con eculizumab che viene sot-
toposto a trapianto allogenico di cellule staminali. Per quanto ¢
possibile ¢ consigliabile eseguire una infusione di eculizumab nei
giorni precedenti al trapianto e possibilmente anche nelle prime
settimane successive al trapianto al fine di limitare I'incidenza di
gravi crisi emolitiche; non ¢ chiara 'interferenza dell’eculizumab
con i farmaci immunosoppressori generalmente impiegati in que-
sto setting o i suoi rapporti con il rischio di insorgenza di GvHD.
Risulta quindi fondamentale I'attenzione da parte del clinico ema-
tologo nella sorveglianza clinica dei sintomi e segni correlati alla
EPN nelle prime settimane/mesi che seguono alla esecuzione del
trapianto allogenico.
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Controindicato il trapianto autologo di cellule staminali eseguito
in maniera sperimentale negli anni 90 e inizio 2000, ma privo di
effetto terapeutico.

In conclusione, quindi, possiamo dire che il trapianto ha un ruolo
controverso nelle forme floride emolitiche di EPN, in quanto oggi
la elevata mortalita peri-trapiantologica ne limita I'uso, almeno nelle
forme responsive all’eculizumab.

Terapie sperimentali

Sono attualmente in corso numerose sperimentazioni cliniche
basate sull'impiego di molecole in grado di inibire le frazioni
del complemento (C3 e C5) con diverse modalita di attacco e
variamente ingegnerizzate “>%, E in fase avanzata di commer-
cializzazione un anticorpo monoclonale anti-C5 a lunga emivita
(ravulizumab) somministrabile per via ev ogni 8 settimane, invece
che ogni 2 settimane come eculizumab. Questa molecola ¢ gia
disponibile in terapia negli Stati Uniti in quanto approvata dal
loro ente regolatore (FDA).

Sono in corso di studio inoltre alcune combinazioni di farmaci
come esemplificato in Tabella 7.

Farmaci
associati

Variante

Terapie in sperimentazione L
clinica

Forma classica
e associata

ad anemia
aplastica

Ravulizumab (anticorpo
monoclonale anti-C5 di tipo long
acting da somministrarsi ev ogni 8
settimane), approvato FDA

Anticorpo monoclonale
anti-C5 sc

Coversina

Anticorpi monoclonali anti-C3
(compostatina, simil fattore H, simil
CR1 (recettore complemento 1)

TT30 (anti-C3), molecola
ingegnerizzata fra CR2 (recettore
complemento 2- CD21) e fattore H

Agenti agonisti di inibitori del
complemento (CFB, CFD)

SiRNA anti-C5 o anti-CFB

Peptidi ciclici (anti-C5)- infusione
giornaliera sc

Compostatina (anti C5)

Eculizumab Mielodisplasie | Azacitidina
associate ad

EPN

Tabella 7 - Terapie in sperimentazione.




Problematiche internistiche

EPN in gravidanza

In epoca antecedente all'impiego clinico di eculizumab, le gravi-
danze in corso di EPN erano considerate assolutamente controin-
dicate e difficili da gestire a causa del rischio di aumentata emolisi,
incrementato fabbisogno trasfusionale, peggioramento della neutro-
penia e piastrinopenia, ed aumento nell’incidenza di eventi trom-
botici con possibile evoluzione fatale sia per la madre che per il
feto. Le gravide non in terapia con eculizumab hanno un rischio di
morte fetale intrauterina del 5-10%, un ritardo nell’accrescimento
fetale, complicanze respiratorie, probabilita di un parto pre-termine
in oltre 1/3 dei casi. In questi casi la mortalitd materna ¢ pari al 10-
20% dei casi, con elevata probabilita di sviluppare patologie quali
eclampsia, ipertensione gestazionale, severe infezioni.

In seguito all'introduzione di eculizumab, sono stati descritti in let-
teratura numerosi casi di gravidanze portate a termine con successo e
senza complicazioni in soggetti con EPN. Eculizumab passa la barriera
placentare mentre non ¢ stato trovato nel latte materno. Una profilassi
con eparina a basso peso molecolare ¢ raccomandata alla dose stan-
dard di 4.000 U/die, che puo essere aumentata fino al dosaggio tera-
peutico di 100 U/kg/die nei casi pit severi. La terapia anticoagulante
deve essere proseguita per almeno 6 settimane in puerperio.

Alla luce dei dati attuali, la gravidanza deve essere seguita da un team
multidisciplinare esperto in gravidanze ad alto rischio, mantenendo
un attento follow up anche nel periodo post partum, considerato
anch’esso ad elevato rischio di eventi trombotici. Eculizumab va ini-
ziato precocemente nelle donne gravide non in trattamento prece-
dentemente, possibilmente dopo il primo trimestre, ma non vi sono
dati sfavorevoli al suo uso anche nel primo trimestre di gravidanza.
Se la donna ¢ gia in terapia con eculizumab questo va continuato
per tutto il periodo della gravidanza senza interruzioni e proseguito
per almeno 3 mesi dopo il parto. Nelle donne gravide, diversi centri
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Introduzione

Le citopenie sono le piti comuni manifestazioni ematologiche, e pos-
sono essere causate da diverse malattie ematologiche. Nella maggio-
ranza dei casi le citopenie sono secondarie a neoplasie ematologiche o
a cause iatrogene, ma in alcuni casi sono dovute a diverse alterazioni
primitive del midollo osseo, che vanno sotto il nome di sindromi da
insufficienza midollare ?. La forma pitt tipica di insufficienza midol-
lare & 'anemia aplastica (AA), una condizione in cui il normale tessuto
emopoietico midollare scompare, ed il midollo osseo si presenta privo
di cellule ematologiche con prevalenza (relativa) del tessuto adiposo.
La prima descrizione di un caso di AA si deve a Paul Ehtlich, e risale
al 1888; I'introduzione del termine aplasia si deve pero probabilmente
ad una successiva descrizione da parte di Vaquez e Aubertin @. Da
allora sono state identificate diverse forme di AA (o aplasia midollare),
alcune delle quali sono congenite altre acquisite (Tabella 1). Le forme
congenite sono generalmente associate a specifici quadri sindromici,
e sono fisiopatologicamente caratterizzate da deficit funzionali intrin-
seci delle cellule staminali emopoietiche (CSE) “. A seconda della
specifica malattia vi ¢ la compromissione di specifiche funzioni cellu-
lari: nell'anemia di Fanconi ¢ compromesso il riparo del DNA, ©9,
nella discheratosi congenita vi ¢ un deficit della preservazione della
lunghezza dei telomeri (da questo il nome di telomeropatie) ) men-
tre difetti della funzione ribosomiale sono tipici della sindrome di
Schwachman-Diamond ! e della anemia di Diamond-Blackfan @V
(e dialtre patologie definite appunto ribosomopatie) *V. Pitt frequen-
temente, 'AA & una patologia acquisita, definita AA idiopatica perché
nella maggioranza dei casi non ¢ identificabile nessuna causa specifica
(fanno eccezione le forme iatrogene secondarie ad irradiazione *? o
a farmaci mielotossici, ' e le rare forme associate ad infezioni vi-
rali) " ). Dal punto di vista fisiopatologico i meccanismi patogene-
tici delle forme acquisite sono completamente diversi da quelli delle
forme congenite, in quanto non vi ¢ evidenza di alterazioni funzionali
intrinseche delle CSE, e sono dimostrate sistematiche alterazioni im-
munologiche che definiscono una chiara patogenesi immuno-mediata
(nonostante dal punto di vista terminologico persista la definizione di
AA idiopatica). In questa review i soffermeremo sulla AA acquisita
idiopatica (immuno-mediata), discutendo le piui recenti acquisizioni
fisiopatologiche e le ultime novita terapeutiche.

AA costituzionali

Anemia di Fanconi

Discheratosi congenita

Sindrome di Shwachman-Diamond
Sindrome di Diamond-Blackfan
Trombocitopenia amegacariocitica

AA acquisite

Primitiva

Isolata
¢ Anemia aplastica idiopatica
Eventualmente associate con diverse condizioni mediche
¢ Malattie ematologiche:
- Emoglobinuria parossistica notturna (sindrome AA/EPN)
- Disordini da linfociti LGL
e Epatite siero-negativa (sindrome epatite-anemia aplastica)
o Malattie autoimmuni
- Fascite eosinofila
- Artrite reumatoide
- Ipogammaglobulinemia
e Timoma
e (ravidanza

Secondarie

e Radiazioni
e Agenti chimici e farmaci

- Tossicita diretta (farmaci citostatici, benzene, etc.)

- Reazioni idiosincrasiche (cloramfenicolo, FANS, insetticidi, anti-
convulsivi, antiprotozoari, sulfamidici ed altri antibiotici, anti-tiroidei,
anti-diabetici, inibitori dell’anidrasi carbonica, sedativi e tranquillanti,
allopurinolo, oro e altri metalli pesanti)

o \irus

- Viirus epatitici non-A, non-B, non-C

- Epstein-Barr virus

- Citomegalovirus

- Parvovirus

- HIV

Tabella 1 Classificazione delle anemie aplastiche.




Fisiopatologia

La presentazione tipica dell’AA ¢ la pancitopenia, che ¢ chiaramente
secondaria alla compromissione della funzione midollare, caratte-
rizzata dalla riduzione di tutti i progenitori emopoietici e di conse-
guenza delle cellule mature del sangue. La fisiopatologia dellAA ¢
stata studiata in maniera approfondita a partire dagli anni '70, ed
¢ stato possibile identificare i diversi momenti fisiopatologici alla
base della malattia.

Cellule staminali emopoietiche

La funzione emopoietica del midollo ¢ sostenuta da un numero
relativamente ridotto (poche centinaia) di CSE, che sono in grado
di garantire la produzione di tutte le cellule mature del sangue du-
rante l'intera vita di un soggetto. La caratteristica peculiare delle
CSE ¢ la capacita di avere una divisione cellulare asimmetrica: dopo
questo tipo di divisione una cellula figlia si differenzia, mentre I'altra
rimane una CSE, garantendo I'integrita del compartimento delle
CSE. Lo studio delle CSE nell'uomo non ¢ semplice, ma si av-
vale di alcuni saggi i vitro che rappresentano un ottimo surrogato
funzionale delle CSE; tra questi, il pil specifico ¢ la valutazione
delle cellule inizianti le colture a lungo termine (long-term culture
initiating cells, LTC-1C). 1 saggi di LTC-IC hanno dimostrato che
nei pazienti affetti da AA il numero di LTC-IC ¢ drasticamente

ridotto sia nel sangue periferico sia nel sangue midollare; 17

que-
sta compromissione quantitativa del pool di CSE ¢ documentabile
anche usando test meno specifici, come i progenitori emopoietici
valutati nelle colture in metilcellulosa e le cellule CD34+ valutate in
citofluorimetria "' T saggi di LTC-IC sono basati sulla co-coltura
di potenziali progenitori emopoietici su cellule stromali midollari: ¢
opportuno sottolineare che nei pazienti aplastici la compromissione
¢ limitata alla componente emopoietica, mentre la funzione stro-

10, Questi dati documentano in ma-

male ¢ perfettamente normale
niera univoca come nei pazienti con AA vi sia una compromissione
quantitativa delle CSE, ma non danno informazioni sulla causa che
ha provocato la deplezione del compartimento staminale. Infatti,
la documentazione della riduzione delle CSE (o almeno di quelle
funzionali) non permette di chiarire se essa sia stata causata dalla
distruzione diretta di alcune CSE, dalla loro inibizione funzionale,
o dalla semplice perdita della capacita di divisione asimmetrica (in
altri termini, le CSE si sono a poco a poco trasformate in progeni-
tori senza capacita di self-renewal). Dal punto di vista funzionale, le
CSE residue dei pazienti affetti da AA sono state studiate con il gene
expression profiling. Uanalisi del trascrittoma documenta 'aumentata
espressione di geni coinvolti nell’apoptosi e nella risposta immuno-
logica/inflammatoria o allo stress, senza aumento dell’espressione
di geni coinvolti nel ciclo cellulare ™. Questi dati sembrano con-
fermare che nei pazienti affetti da AA la compromissione delle CSE
¢ esclusivamente quantitativa, e che le CSE residue sono qualitati-
vamente normali, anche se funzionalmente compromesse a causa
del danno estrinseco. ™ Le cause di questo danno estrinseco sono
discusse di seguito.

Citochine e infiammazione

Una delle osservazioni cardine nello studio della fisiopatologia delle
AA ¢ stata la documentazione che nei pazienti i livelli di interferone y
(IFN-y) sono aumentati sia nel sangue circolante sia, soprattutto,
nel sangue midollare ®”). Poiché era ben noto che IFN-y fosse una
delle citochine con maggiore azione inibitoria sulle cellule emopo-
ietiche, fu subito intuito che le aumentate concentrazioni di IFN-y
fossero uno dei meccanismi patogenetici della compromissione delle
CSE nellAA®). Questa ipotesi era anche supportata da dati speri-
mentali iz vitro, secondo i quali 'aggiunta di anticorpi anti-IFN-y
nelle colture emopoietiche dei pazienti affetti migliorava la crescita
in vitro dei progenitori emopoietici dei pazienti affetti (mentre nelle
colture di soggetti sani non si osservava nessuna differenza) @, L'a-
zione inibitoria di IFN-y e di altre citochine (per es. TNF-a) @122
sui progenitori emopoietici ¢ stata largamente confermata in studi
successivi, che hanno documentato come questa azione sia sia di-
retta (per es. attraverso recettori dell TEN che regolano i pathways
intracellulari di STAT e SOCS, con effetto sulla capacita proli-
ferante e sulla capacitd di self-renewal delle CSE), ® sia mediata
dall'iperespressione di Fas, che rende le cellule piti suscettibili all’a-
poptosi #¥. Una ulteriore conferma del ruolo cardine dell TEN-y ¢
venuta da un elegante modello iz vitro, in cui I'azione inibitoria di
IFN-y ¢ stata documentata in colture emopoietiche a lungo termine
effettuate con cellule stromali modificate per produrre costitutiva-
mente significative quantitd [FN-y @, Piti recentemente nuovi dati
sperimentali hanno ipotizzato un nuovo meccanismo dell’azione
inibitoria di IFN-y sui progenitori emopoietici: IFN-y sembrerebbe
infatti formare degli eterodimeri con la trombopoietina (TPO), an-
dando in tal modo ad interferire con I'interazione trala TPO e il suo
recettore cMPL, inibendo di fatto un meccanismo di trasduzione
del segnale essenziale per la sopravvivenza delle CSE . L'impor-
tanza dell TFN-y nella fisiopatologia del’AA ¢ anche supportata
da osservazioni in vivo, che documentano come la presenza di
linfociti T producenti IFN-y sia documentabile nella maggioranza
dei pazienti affetti da AA, e correli in maniera diretta con ['attivitd
della malattia stessa *”. Questi dati sono di particolare interesse
perché suggeriscono che la produzione aberrante di IFN-y derivi
dai linfociti T, che rappresentano appunto un altro degli attori
principali coinvolti nella fisiopatologia delle AA.

Immunita mediata dalle cellule T

Il possibile ruolo del sistema immunitario, ed in particolare dei
linfociti T, nella fisiopatologia dell’AA ¢ stato ipotizzato fin dai
primi studi sperimentali sulle AA ®5*. Gid a meta degli anni "80
era chiaro che nei pazienti con AA vi fosse un aumento di linfociti

(032 che potevano esercitare una

T CD8* a fenotipo citotossico,
forte azione inibitoria sull’ emopoiesi sia attraverso la produzione di
citochine ®” sia attraverso una citotossicita cellulare diretta mediata
da perforina o da Fas. **39 Studi pit recenti hanno chiarito come
nei pazienti affetti da AA vi sia una aberrante polarizzazione dei
linfociti, con aumento dei Th1 (con iperespressione di TBET) *¥

e dei Th17,9 e riduzione dei Th2 e dei Treg. ®*3” Ancora oggi




perd non ¢ completamente chiarito se la presenza di questi linfociti
citotossici ® produttori di citochine di tipo 1 (IFN-y e TNF-a) sia
un epifenomeno generato nell’'ambito di un pitt ampio disordine
inflammatorio, o piuttosto il segno di un disordine autoimmune,
eventualmente antigene-specifico. La dimostrazione nei pazienti
affetti da AA di diffuse alterazioni di diverse sottopopolazioni T,
ed in particolare dei diversi sottotipi di Tregs (che regolano gran
parte della funzionalita delle cellule T), ®” rappresenta un forte in-
dizio che '’AA sia una malattia auto-immune mediata da cellule T.
Negli anni, un forte supporto a questa ipotesi ¢ venuto dagli studi
sul repertorio dei linfociti T, mirati ad evidenziare la presenza di
popolazioni oligo-clonali (detectate in base alla sequenza del loro
TCR) come marcatore surrogato di una risposta immune specifica
antigene-indotta. Questi studi, condotti da diversi gruppi, hanno
chiaramente documentato come il repertorio T-cellulare dei pa-
zienti affetti da AA sia oligoclonale a causa dell’espansione (verosi-
milmente antigene-indotta) di pochi cloni T auto-reattivi “**9. In
alcuni di questi studi ¢ stato anche dimostrato il ruolo patogenetico

40, 44) elo

(44)

di questi cloni, attraverso la loro azione inibitoria in vitro'
attraverso la loro correlazione con l'attivitd di malattia in vive
Sulla base di questi dati ¢ ormai riconosciuto che 'AA ¢ una ma-
lattia auto-immune mediata da cellule T; al momento, non & stato
pero identificato I'antigene alla base della risposta immune patolo-
gica. Negli anni, diversi auto-anticorpi specifici per diverse proteine
(kinectin, diazepam-binding inhibitor-related protein 1 e moesin) 9
sono stati identificati nei pazienti affetti da AA, ma il loro ruolo
fisiopatologico ¢ molto dubbio, e sembrano alterazioni aspecifiche
secondarie alla compromissione del controllo immunologico e non
indicatori specifici di antigeni potenzialmente coinvolti nella fisio-
patologia delle AA. Ad oggi, I'identificazione dell’antigene (o degli
antigeni) alla base della risposta auto-immune causa dell’AA ¢ ri-
sultata impossibile, anche se alcune osservazioni descritte di seguito
sembrano suggerire alcune valide ipotesi di lavoro.

AA ed emoglobinuria parossistica notturna
L’AA ¢ una rara malattia ematologica con incidenza nel mondo
occidentale di 1-3 casi per milione di abitanti; in maniera sorpren-

@) si associa ad un’altra rarissima ma-

(50),

dente, quasi la meta dei casi
lattia ematologica, I'emoglobinuria parossistica notturna (EPN)
Chiaramente, una cosi frequente associazione tra due patologie cosi
rare non pud essere una coincidenza, ®" ed ha permesso di capire
meglio la fisiopatologia di entrambe le malattie, con la loro even-
tuale correlazione. LEPN & definita clinicamente dalla triade sin-
tomatologica di anemia emolitica cronica complemento-mediata,
severo stato trombofilico ed insufficienza midollare ®”. Dal punto di
vista clinico, 'associazione tra AA ed EPN ¢ dovuta all’osservazione
che pazienti con diagnosi iniziale di AA possono successivamente

5259 Inoltre, molto spesso le ma-

sviluppare una EPN, e viceversa ¢
nifestazioni delle due malattie possono coesistere, in maniera clinica
o sub-clinica: come detto sopra, circa il 40% dei pazienti con AA
presenta una popolazione di cellule a fenotipo EPN (indipenden-

temente dalle manifestazioni cliniche di emolisi o trombosi), 4% 5%
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e una percentuale anche superiore di pazienti con EPN presenta

citopenie pilt 0 meno severe che possono andare a configurare la

sindrome clinica AA/EPN, ©>59 ¢ delle forme intermedie in cui 'e-

molisi ¢ associata a citopenie che non consentono la diagnosi di AA

conclamata ®”. L’EPN ¢ una malattia clonale non neoplastica do-
vuta all’espansione di una o pitt CSE con una mutazione somatica
del gene PIGA ©9; il deficit enzimatico conseguente (che impedisce
la sintesi dell’ancora di glicosil-fosfatidil-inositolo-GPI ®”, e di con-
seguenza Iespressione in membrana di tutte le proteine GPI-linked,

tra cui i regolatori del complemento CD55 e CD59), determina il

fenotipo clinico legato all'incapacita delle cellule affette di regolare

sulla propria superfice l'attivazione complementare. Dal punto di

vista fisiopatologico, la caratteristica del’EPN ¢ I'espansione di CSE

PIGA™, che non hanno alcun vantaggio intrinseco di crescita. Que-

ste stesse cellule PIGA™ sono presenti anche nei soggetti sani, nei

quali restano pero a livelli bassissimi (< 30 cellule per milione); ©” al
contrario, le cellule P/GA™ tendono ad espandersi nei soggetti affetti
da AA"). Tutte queste osservazioni portano due conclusioni:

* L’evento cardine della fisiopatologia dell’EPN (e cio¢ I'espansione
delle cellule PIGA™) richiede non solo la mutazione somatica del
gene PIGA, ma anche la presenza di una condizione concomitante
che permetta una selezione darwiniana delle CSE PIGA™ €2,
Questa condizione non ¢ altro che un attacco immunologico
che, essendo specifico per le CSE normali e risparmiando quelle
PIGA™, determina una pressione selettiva immunologica che fa-
vorisce |'espansione dell’emopoiesi PIGA™ ©> ),

* Levento cardine della fisiopatologia del’AA potrebbe essere un
attacco auto-immune simile a quello alla base del’EPN: in parti-
colare, almeno in alcuni casi, & possibile ipotizzare che I'antigene
target sia condiviso, giustificando la frequente emergenza di popo-
lazioni PIGA™ nei pazienti con AA.

Nell'ambito del’EPN, ¢ stato ipotizzato che I'antigene target

possa essere la stessa ancora GPI, che ¢ appunto assente sulle cel-

lule PIGA™; trattandosi di un antigene glicolipidico, non sarebbe
presentato attraverso molecole HLA ma attraverso CD1d. Questa

ipotesi ¢ stata studiata ricercando nei pazienti EPN la presenza di

cellule T specifiche per 'ancora GPL. In un elegante studio che ha

utilizzato una stimolazione con cellule presentanti I'antigene GPI
all'interno di CD1d ¢ stato documentato come in tutti i pazienti

con EPN siano evidenziabili piccole popolazioni di linfociti T

specifici per I'ancora GPI®. Pili recentemente, gli stessi linfociti

GPI-specifici sono stati documentati anche nel 75% dei pazienti

con AA®). Tutti questi dati corroborano I'ipotesi che uno dei pos-

sibili antigeni dell’attacco immunologico mediato da cellule T alla
base dell’AA possa essere I'ancora GPL.

AA e immune escape

L’associazione tra AA e EPN e i dati sperimentali descritti sopra
confermano la presenza di un attacco immunologico alla base
dell’AA; in questo contesto, mutazioni inattivanti del gene PIGA
permettono lo sviluppo di cellule PZGA™ fenotipicamente suscet-
tibili di espansione selettiva, in quanto risparmiate dall’attacco im-




munologico. Questo immune escape ¢ ampiamente riconosciuto
e documentato nel contesto dell’EPN, ©3 067 ed ¢ un’ulteriore
conferma della fisiopatologia immuno-mediata del’AA. Va pero
sottolineato che probabilmente il fenomeno immune escape po-
trebbe essere molto pitt ampio e versatile, in quanto qualsiasi clone
che sviluppi una resistenza all’attacco immunologico sottostante
all’AA potrebbe espandersi “®. In accordo con questa interpre-
tazione c’¢ la recente osservazione che cellule ematologiche che
non esprimono particolari antigeni HLA possono espandersi nel
contesto di una AA @70
meccanismi immunologici sembra essenziale per una corretta in-

). Una migliore comprensione di questi

terpretazione dei dati relativi all’espansione di cloni ematopoietici
ed alla loro cinetica nell’ambito della storia naturale e dell’evolu-
zione clinica dell’AA.

Diagnosi e presentazione clinica

Il sospetto e la diagnosi di AA sono basati sul riscontro della cito-
penia, riguardante una o pit linee ematologiche; la gravita della
citopenia determina anche la severita della AA7"72.

La diagnosi di AA moderata ¢ basata sulla presenza di almeno 2 delle
seguenti condizioni: i) Hb <10 g/dL; ii) neutrofili <1.000/pL; iii) pia-
strine <80.000/pL. La diagnosi di AA severa ¢ basata sulla documen-
tazione di una cellularita <30% alla biopsia ossea, in associazione ad
almeno 2 delle seguenti condizioni: i) reticolociti <60.000/pL (con i
contatori automatici, <20.000 in caso di conta manuale al microsco-
pio); ii) neutrofili <500/pL; iii) piastrine <20.000/pL.

Nel caso in cui nel contesto di una AA severa la conta di neutrofili
sia <200/pL, la malattia viene definita AA super-severa. Va sot-
tolineato che, oltre allemocromo, la diagnosi di AA necessita non
solo dell’agoaspirato midollare ma anche della biopsia ossea. Come
gia detto, per la diagnosi di AA severa ¢ necessario che la cellularita
midollare alla biopsia ossea sia inferiore al 30%; I'ipocellularita ¢
generalmente visibile anche all’agoaspirato midollare, che perd non
¢ sufficiente per una diagnosi definitiva. Lo studio del sangue midol-
lare va sempre completato con I'analisi citogenetica, che ¢ essenziale
per la diagnosi differenziale con alcune forme di sindrome mielodi-
splastica a presentazione ipoplasica. La conta citofluorimetrica delle
cellule CD34"* puo in questi casi risultare informativa, in quanto
nei soggetti con AA le cellule CD34* sono generalmente <0,1% (e
comunque <1%). Lo studio citofluorimetrico del sangue periferico
mirato alla ricerca di popolazioni cellulari GPI-carenti (cio¢ a fe-
notipo EPN) puo essere molto informativa sia per documentare la
presenza di piccole popolazioni a forte significato fisiopatologico (la
presenza di cellule EPN rappresenta bona fide una conferma della
presenza di una AA acquisita immuno-mediata), sia eventualmente
per riconoscere un’eventuale sindrome AA/EPN.

Altri esami specifici mirati a studiare gli aspetti immunologici (per
es., studio delle sottopopolazioni linfocitarie, studio del riarrangia-
mento del TCR, studio delle citochine circolanti, etc.) hanno al
momento solo scopo di ricerca e non sono utilizzati nella pratica cli-
nica quotidiana. Ulteriori esami di approfondimento sono necessari
non tanto a confermare la presenza dell’AA, ma quanto ad escludere

altre patologie che potrebbero presentarsi con un quadro aplastico.
Nella diagnosi differenziale della AA vanno innanzitutto inserite
tutte le neoplasie ematologiche che possono manifestarsi con una
citopenia periferica. Nella maggioranza dei casi lo studio dell’agoa-
spirato midollare (con la conta delle cellule CD34* ¢ I'analisi cario-
tipica) e della biopsia ossea permettono di giungere facilmente alla
diagnosi corretta, ma va ricordato che talvolta la diagnosi differen-
ziale puo essere pitt complicata del previsto (per es. nel caso di forme
pauciblastiche, o in alcuni casi di leucemie acute megacarioblasti-
che, 0 ancora nelle mielofibrosi). Una volta effettuata la diagnosi
presuntiva di AA diventa indispensabile definirne la possibile causa,
in modo da definire la forma specifica di AA. In questo contesto
¢ indispensabile innanzitutto differenziare tra le forme acquisite e
quelle costituzionali, effettuando tutti gli esami che possono aiutare
nella diagnosi (su tutti, il test di instabilitd cromosomica al die-
possibutano, DEB test, per la diagnosi di anemia di Fanconi, e lo
studio della lunghezza dei telomeri per la diagnosi della discheratosi
congenita o di altre telomeropatie) ¥. A tale proposito va sottoli-
neato come negli ultimi anni si sia dimostrato che le forme costi-
tuzionali possono talvolta presentarsi clinicamente anche nell’eta
adulta, suggerendo di estendere anche agli adulti lo screening per
le forme costituzionali. In base alla probabilita di trovarsi di fronte
ad una forma costituzionale (etd, fenotipo clinico, anamnesi ema-
tologica) potra valutarsi I'indicazione ad esami di secondo livello
mirati alla ricerca specifica delle pit frequenti mutazioni associate
alle AA costituzionali (alcuni di questi esami sono gia rientrati
nella routine standard per lo studio delle AA pediatriche). Una
volta escluse le forme costituzionali, la diagnostica differenziale
delle forme acquisite di AA ¢ relativamente semplice: la fisiopa-
tologia immuno-mediata pud essere confermata in base alla pre-
senza di cellule a fenotipo EPN, mentre hanno minimo valore
clinico piu sofisticati studi immunologici. Negli ultimi anni, con
lo sviluppo delle tecnologie di next generation sequencing (NGS),
sta diventando possibile identificare la presenza di cloni con spe-
cifiche mutazioni somatiche; I'interpretazione di questi dati perd
resta estremamente complessa (¢ non univocamente condivisa),
e ad oggi l'identificazione di queste mutazioni somatiche non ¢
informativa né a diagnosi né durante il follow up.

Dal punto di vista clinico, le manifestazioni della malattia sono
direttamente secondarie alla gravita della citopenia, con I'astenia
tipica dell’anemia, il rischio infettivo associato alla neutropenia,
e quello emorragico associato alla piastrinopenia. Queste mani-
festazioni non sono diverse da quelle osservabili nelle citopenie
causate da altre condizioni morbose. Anche se non esistono altre
manifestazioni cliniche tipiche dell’AA, va comunque ricordato che
talvolta ’AA puo essere associata ad altre condizioni cliniche che
vanno tempestivamente identificate e riconosciute; tra queste, oltre
all’EPN gia discussa in precedenza (con le manifestazioni emolitiche
e trombotiche), vanno sottolineate I'epatite siero-negativa (quadro
della sindrome epatite/AA), le AA associate ad altre patologie auto-
immuni (in particolare la fascite eosinofila) e le forme associate a
timoma. La presenza di linfociti LGL (large granular lymphocytes)




¢ relativamente frequente nei pazient con AA, e pud rappresentare
un marcatore della aberrante (e patogenetica) risposta T cellulare e
non necessariamente una neoplasia a cellule T.

Terapia

Il trattamento dell’AA ¢ basato su due opzioni terapeutiche: il tra-
pianto di midollo osseo (TMO) allogenico ¢ la terapia immunosop-
pressiva (IST). Storicamente, & bene ricordare che queste due strategie
terapeutiche hanno entrambe le loro radici nei primi tentativi di
TMO effettuati negli anni 70 774, In quelle esperienze fu osservato
in maniera inattesa che alcuni pazienti che rigettavano il midollo del
donatore dopo un periodo variabile avevano un miglioramento della
loro funzione emopoietica grazie ad una ricostituzione autologa >
Sulla base di queste osservazioni si sviluppo Iipotesi che la ricosti-
tuzione autologa fosse dovuta all’azione della IST somministrata
durante il regime di condizionamento pre-TMO e non al trapianto
stesso delle CSE allogeniche 779, Le successive sperimentazioni cli-
niche documentarono come I'IST a base di globulina anti-linfocitaria
(ALG) fosse in grado di migliorare la funzione emopoietica dei pa-
zienti affetti da AA, indipendentemente dall’aggiunta di CSE allo-
geniche "*7%. Da allora, IST e TMO sono diventate le due terapie
standard dell’AA 78 a scelta tra le due opzioni terapeutiche & basata
sulle probabilita di successo delle due terapie, che sono condizionate
da diversi fattori riguardanti il paziente specifico.

Trapianto di midollo osseo allogenico

Come gia detto, il TMO ¢ stato il primo trattamento efficace per
I'AA, e di converso 'AA ¢ stata tra le prime indicazioni per le quali
il TMO si ¢ dimostrato efficace. I primi trapianti effettuati per AA
negli anni '60 hanno utilizzato donatori singenici, ®" mentre negli
anni 70 il TMO da donatore familiare HLA-identico si ¢ consoli-
dato come terapia potenzialmente curativa per le AA " e comincia-
vano le prime aneddotiche segnalazioni di trapianti da donatori non
familiari ®?. Da allora i risultati del TMO come trattamento delle
AA sono progressivamente migliorati, grazie ad una migliore pre-
venzione e trattamento della piti temibile complicanza del TMO, la
malattia da trapianto verso l'ospite (graft versus host disease, GvHD).
Va sottolineato infatti che, non essendo ’AA una malattia neopla-
stica che puo beneficiarsi di una reazione allogenica (la cosiddetta
graft versus lewkemia) per la prevenzione della ricaduta, la GVHD ¢
la complicanza che piti di tutte impatta sulla mortalitd e morbilita
dei pazienti AA sottoposti a TMO. La prima misura preventiva per
la prevenzione della GvHD ¢ la scelta di un donatore il piti com-
patibile possibile: da questo punto di vista fin dagli anni ’80 ¢ stato
chiaro come ci fosse un gap considerevole tra i risultati del TMO da
donatore familiare HLA-identico e quelli da donatore HLA-iden-
tico non familiare. Grazie alle migliori tecniche di tipizzazione tissu-
tale negli ultimi anni questa differenza si & progressivamente ridotta,
¢ la sopravvivenza dei pazienti trapiantati da donatore non familiare
¢ simile (ma comunque leggermente inferiore) a quella dei trapianti
da donatore familiare 9. Il condizionamento pre-TMO nelle AA
¢ mirato piti alla deplezione del sistema immunitario (indispensabile
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per permettere I'attecchimento, e necessario per trattare ['alterazione
immunologica alla base del’AA) che non alla mielo-ablazione (di
fatto si tratta di un condizionamento non mielo-ablativo). Storica-
mente, il condizionamento che si ¢ dimostrato pit efficace ¢ stato
basato sull’utilizzo della ciclofosfamide ad alte dosi (200 mg/kg sud-
divise in 4 giorni) ®; 'aggiunta alla ciclofosfamide della globulina
anti-timocitaria di coniglio (r-ATG, Thymoglobuline®) ha dimo-
strato di migliorare 'outcome, riducendo I'incidenza di GvHD.
Il beneficio del r-ATG non era emerso inizialmente nella prima

86 ma ¢ stato successivamente

87, 88

analisi di uno studio randomizzato
dimostrato da numerose analisi retrospettive ® ). Queste stesse
analisi hanno anche documentato come la scelta della fonte delle
CSE abbia un impatto importante sulla prognosi a lungo termine,
in quanto le CSE midollari sono associate ad un minore rischio di
GvHD e a una sopravvivenza a lungo termine superiore rispetto alle
CSE periferiche ®#. La procedura trapiantologica standard per
un paziente affetto da AA trapiantato da donatore familiare HLA-
identico prevede: ® i) un condizionamento a base di ciclofosfamide
200 mg dose totale; ii) 'aggiunta di una T-deplezione in vivo a base
di r-ATG; iii) l'utilizzo del midollo come fonte di CSE; iv) una im-
munosoppressione post-trapianto a base di ciclosporina A (CsA) e
metotressato. In considerazione dell’elevata tossicita riscontrata nei
pazienti >40 anni, in questo setting sono stati sviluppati protocolli
di condizionamento alternativi basati sull'utilizzo della fludarabina
in associazione alla ciclofosfamide, eventualmente con una minima

00 ’ottimizzazione

dose di irradiazione corporea totale (2 Gy)
delle procedure trapiantologiche ha portato la sopravvivenza dei
pazienti sottoposti a TMO da donatore familiare HLA-identico a
percentuali variabili tra il 50% e '85%, determinate in larga parte
dall’eta del donatore V. Come anticipato, i risultati dei TMO da
donatore MUD restano leggermente inferiori rispetto a quelli da
donatore familiare, ma non cambiano i fattori di rischio e le misure
da attuare per migliorare 'outcome. Nel TMO da donatore non
familiare i regimi di condizionamento utilizzati sono diversi, e tutti
basati sulla combinazione tra la fludarabina e la ciclofosfamide 2.
In questo setting va sottolineato come si cerchi di ridurre la dose
totale di ciclofosfamide; in un recente studio di fase I-II ¢ stato
documentato che la dose ottimale non dovrebbe superare i 50-100
mg/kg totali ®. Va sottolineato come la compatibilich HLA resti
un fattore determinante per il successo del TMO, e la presenza di
anche un singolo mismatch riduca la probabilita di sopravvivenza di
quasi il 10% 9. A maggior ragione, secondo quanto visto anche per
i trapianti da donatore familiare, ¢ indispensabile ridurre il rischio di
GvHD effettuando una T deplezione in vivo, preferendo il midollo
come fonte di CSE, e effettuando una adeguata immunosoppres-
sione di mantenimento nell'immediato periodo post-TMO.

Terapia immunosoppressiva

La storia moderna dell'IST del’AA comincia negli anni ’80,
quando sulla base dei dati retrospettivi delle esperienze prevalen-
temente europee ® furono disegnati i primi trial clinici a base di
globulina anti-timocitaria di cavallo (h-ATG, siero anti-linfocitario




di cavallo). I dati del primo trial randomizzato verso placebo (in
cui la percentuale di risposta era del 52%) ® stabilirono il ruolo
fondamentale dell'IST quale terapia eziologica per tutti i pazienti
affetti da AA senza un donatore familiare HLA-identico “°. I rate
di risposta sono stati in seguito confermati in altri trial clinici, ©”
% ¢ furono successivamente migliorati con I'aggiunta della CsA,
che in uno studio randomizzato di fase III porto le percentuali di
risposte globali a 6 mesi fino al 65% (rispetto al 31% del braccio di
controllo con h-ATG in monoterapia ®. Questi migliori risultati
erano confermati anche a follow up pit tardivi, attraverso i quali si
documentava I'impatto della terapia di mantenimento con CsA per
la prevenzione della ricaduta . Dalla fine degli anni *80 I'associa-
zione tra h-ATG e CsA ¢ diventata la IST standard per i pazienti af-
fetti da AA, con un rate di risposte globali del 60-70%, confermato
in numerosi studi prospettici e retrospettivi 1%,

Nei 20 anni successivi sono stati effettuati diversi tentativi per miglio-
rare i risultati di questo regime di IST, purtroppo tutti senza successo.
Tra i farmaci che non sono riusciti a migliorare I'efficacia dellIST
quando aggiunti a h-ATG e CsA vanno ricordati agenti immuno-
soppressivi come il micofenolato mofetile 1* e la rapamicina ' ed
il G-CSF 19197 Algri farmaci con potente azione linfolitica sono
stati utilizzati in alternativa a h-ATG come agenti linfocito-depletanti:
la ciclofosfamide ¢ stata descritta efficace in una esperienza mono-
centrica (con tasso di risposta del 50-70%), "% 1% ma questi dati
non sono stati confermati in un successivo trial randomizzato chiuso
precocemente per I'elevata mortalita infettiva associata alla ciclofosfa-
mide ad alte dosi ”. L’anticorpo monoclonale anti-CD52 alemtu-
zumab ha anch’esso mostrato una buona efficacia, con un profilo di
tossicita accettabile "2, 1] successivo sviluppo clinico nelle AA ¢
stato compromesso dai risultati di uno studio di fase III per il tratta-
mento di prima linea, in cui il braccio alemtuzumab ¢ stato chiuso
precocemente per 'elevata mortalita (3 casi) e la ridotta efficacia sui
primi 16 pazienti arruolati 2. Un discorso a parte merita ['utilizzo
di una differente formulazione di ATG, la globulina anti-timocitaria
di coniglio (--ATG, Thymoglobuline®); il r-ATG era stato inizial-
mente utilizzato come terapia di seconda linea, con ottimi risultati
clinici (risposte in circa il 50% nei ricaduti, e in circa il 30% dei
refrattari) 1'% 1%, Sulla base di questi dati, era stato disegnato uno
studio randomizzato di fase IIl mirato a dimostrare la superiorita della
terapia -ATG + CsA rispetto a h-ATG + CsA. 1 risultati di questo
studio hanno invece dimostrato che la terapia con r-ATG aveva una
efficacia significativamente inferiore (a 6 mesi risposte globali 37%
vs 68%), con un impatto significativo anche sulla sopravvivenza .
Questi dati sono stati successivamente confermati in un altro studio
prospettico in cui la terapia con r-ATG e CsA ¢ stata confrontata con

(119, Da allora numerosi studi retrospettivi

una coorte retrospettiva
hanno analizzato I'efficacia del r-ATG nel trattamento delle AA, con
risultati abbastanza contrastanti (il rate di risposte varia tra il 35% ed il
65%. Nonostante alcuni studi documentino risultati eccellenti e siano
basati su casistiche molto vaste, /' al momento nessuno studio ha

potuto contrastare ['evidenza clinica basata sullo studio randomizzato

condotto dall’NTH 19,

A 50 anni dalla sua introduzione, I'IST standard per il trattamento
dell’AA resta basata sull’associazione tra h-ATG (I'unica formula-
zione disponibile ¢ rimasta TATGAM?®, da utilizzare al dosaggio di
40 mg/kg/die per 4 giorni consecutivi) e CsA. In caso di mancata
disponibilita di h-ATG, puo essere utilizzato il r-ATG, che pure
avendo una documentata attivita biologica ¢ associato ad una ri-
dotta efficacia terapeutica.

Algoritmo terapeutico

Il successo del trattamento dell’AA dipende da molteplici fattori,
in parte specifici per il trattamento effettuato, ed in parte comuni.
Tra questi ultimi, I'eta ha indubbiamente un impatto sulla soprav-
vivenza sia dopo IST "7 sia ancora di pitt dopo TMO "), Tra i
fattori specifici per trattamento, nell’'ambito del TMO un ruolo de-
terminante ¢ ricoperto dalla compatibilita HLA (e quindi dal tipo di
donatore: HLA-identico familiare, vs HLA-identico non-familiare
vs HLA-mismatched) e da alcune modalita di esecuzione del tra-
pianto stesso (per es. l'utilizzo di CSE midollari vs periferiche ® o

19, La scelta della pit appro-

P'utilizzo di una deplezione T in vivo)
priata strategia terapeutica ¢ basata sulle analisi retrospettive del trat-
tamento delle AA, che permette di predire la sopravvivenza attesa
con I'IST o con il TMO per ciascun paziente “V. In base a questi
dati & possibile definire un algoritmo terapeutico relativamente sem-
plice, che al momento ¢ condiviso dalla maggioranza degli esperti
(Figura 1) 18 120122 Nej pazienti minori di 20 anni il TMO da
donatore HLA identico ha una sopravvivenza globale e libera da
malattia a lungo termine dell’80-90%; poiché con I'IST la soprav-
vivenza globale ¢ simile, ma quella libera da malattia ¢ notevolmente
inferiore, in pazienti <20 anni il TMO da donatore HLA-identico
familiare ¢ la terapia di prima linea. Nel caso in cui non vi sia un
donatore HLA-identico familiare disponibile I'IST ¢ generalmente
la terapia di prima linea preferita. Ma poiché in questo setting anche
i risultati del TMO da donatore HLA-identico non familiare appa-
iono (utilizzando alcuni protocolli di TMO) estremamente buoni,

129) in casi selezionati

con una sopravvivenza a lungo termine >80%°
(e soprattutto quando un donatore ¢ rapidamente disponibile) nei
soggetti <20 anni puo essere preso in considerazione come terapia di
prima linea anche il TMO da donatore non familiare. Nei pazienti
AA di eta compresa tra i 20 e 40 anni ['outcome del TMO da do-
natore familiare HLA-identico ¢ progressivamente migliorato negli
ultimi decenni, ed al momento ¢ associato ad una sopravvivenza
libera da malattia attesa del 70-80%; anche se i risultati trapianto-
logici sono inferiori ai pazienti piti giovani, la sopravvivenza globale
e soprattutto libera da malattia resta comunque superiore a quella
attesa con I'IST. Per tale motivo, anche nei pazienti AA di eta tra i
20 ed i 40 anni la terapia standard di prima linea ¢ il TMO se ¢ di-
sponibile un donatore HLA-identico familiare, o I'IST in assenza di
donatore. Nei pazienti AA di eta >40 anni i risultati sono peggiori,
qualunque sia il trattamento scelto; nonostante il miglioramento
delle procedure trapiantologiche, i risultati del TMO restano poco
incoraggianti, in quanto la mortalita da trapianto continua ad aggi-
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rarsi intorno al 50% ">, Per tale motivo, la terapia di prima linea
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Figura 1 - Algoritmo terapeutico dei pazienti con anemia aplastica.

dei pazienti AA >40 anni resta 'IST; in considerazione della bassis-
sima mortalita correlata al trattamento e della buona efficacia 'IST
standard a base di h-ATG a CsA puo essere presa in considerazione
anche per pazienti anziani (fino ad 80 anni ed oltre) 1%, Nell’al-
goritmo terapeutico delle AA vanno considerate anche le linee di
trattamento successive alla prima, in quanto ricaduta e refrattariet
sono sempre possibili dopo I'IST. Nei pazienti giovani (<40 anni)
il TMO, anche da donatore HLA-identico non familiare, resta la
terapia di salvataggio preferita; in assenza di donatore HLA-iden-
tico ¢ ragionevole tentare un secondo ciclo di IST, o procedere a
TMO da donatore alternativo (non familiare con HLA-mismatch,
aplo-identico familiare o cordone) preferibilmente nell’ambito di
protocolli sperimentali. Per i pazienti >40 anni il TMO resta una
terapia possibile in caso di pazienti che non abbiano comorbidita e
che siano eleggibili a TMO; per i pazienti in cui la procedura tra-
piantologica ¢ ad alto rischio (comunque per quelli >65-70 anni), la
terapia di salvataggio preferita ¢ un secondo ciclo di IST.

L’algoritmo appena proposto ¢ basato su evidenze cliniche docu-
mentate, e necessariamente non contempla nuove recenti opzioni
terapeutiche resesi disponibili negli ultimi anni. L’eltrombopag si

¢ gia imposto come terapia di salvataggio utilizzabile in diversi set-
ting; resta da capire, in base ai risultati a lungo termine, se il suo
impiego sara utilizzato come terapia ponte al TMO, o possa essere
utilizzato (da solo o in associazione a IST) come terapia alternativa
al trapianto stesso.

Sindrome AA/EPN

Come detto sopra, 'AA pud presentarsi associata alla presenza di
cellule a fenotipo EPN; se ¢ vero che nella maggioranza dei casi
la grandezza di questa popolazione ¢ minima (<10% dei granu-
lociti, <1% dei eritrociti) e non determina alcuna manifestazione
clinica (EPN subclinica, stando alle classificazioni nosografiche
del’EPN), ® pitt raramente un quadro di AA conclamata si puo
associare alla significativa espansione della popolazione EPN, con
la presenza di un’emolisi clinicamente rilevante. E questo il quadro
della sindrome AA/EPN, nella quale ¢ indispensabile un’attenta va-
lutazione di entrambe le componenti della malattia per impostare
la strategia terapeutica. In generale, anche in presenza di emolisi si-
gnificativa, la presenza di una AA severa va considerata clinicamente
predominante e guida il trattamento. In altri termini, i pazienti con
AA/EPN devono essere trattati come pazienti aplastici indipenden-




temente dalla presenza del clone EPN: la scelta terapeutica piti ap-
propriata ¢ il TMO in caso di AA severa in pazienti <40 anni con
un donatore HLA-identico familiare disponibile, o I'IST in tutte le
altre condizioni. La presenza di emolisi clinicamente significativa
pud giustificare anche 'impiego della terapia anti-complemento
come ponte al TMO (per ridurre il fabbisogno trasfusionale durante
la procedura), o anche in combinazione con I'IST. In quest’ultimo
contesto ¢ stato riportato come IST e terapia anti-complemento
possano essere utilizzate sequenzialmente o anche in contemporanea
(per es. in pazienti EPN che sviluppino AA clinicamente significa-
tiva durante il trattamento con eculizumab) per trattare in maniera
eziologica sia I'insufficienza midollare mediata da cellule T sia I'ane-

mia emolitica mediata dal complemento 2612,

Recenti acquisizioni

Trapianto di midollo osseo allogenico

Il TMO ha visto un continuo miglioramento delle procedure tra-
piantologiche, con un progressivo miglioramento dell’outcome che
¢ stato particolarmente rilevante per i TMO da donatore MUD
(con risultati sempre pit vicini a quelli dei TMO da donatore fa-
miliare) e per i pazienti piti giovani. Nonostante questi progressi,
I'outcome dei pazienti >40 anni sottoposti a TMO resta largamente
insoddisfacente, 1> e nuove strategie si rendono necessarie. I risul-
tati piti incoraggianti dell'ultimo decennio vengono dall’esperienza
anglosassone con un nuovo regime di condizionamento che utilizza
I'anticorpo monoclonale anti-CD52 alemtuzumab per la T-deple-
zione in vivo in alternativa al r-ATG. Il regime di condizionamento
completo comprende la fludarabine (F), la ciclofosfamide (C), e
l'alemtuzumab - Campath (C), ed ¢ pertanto noto come condi-

zionamento FCC (%

). Questo protocollo di condizionamento ha
dimostrato una marcata riduzione del rischio di GvHD acuta (solo
11% e di grado I-1I) e cronica (solo 4%), associata anche ad un
ridotto rischio di rigetto (un altro dei problemi del TMO nei pa-
zienti con AA, causato dalle alterazioni immunologiche alla base
della fisiopatologia dell’AA); il risultato finale ¢ di una sopravvivenza
del 95% nei TMO da donatore familiare ¢ 83% nei TMO da do-
natore non familiare, in una casistica con una etd mediana di 35
anni "), Successive analisi retrospettive confermano che ['utilizzo
dell’alemtuzumab al posto del r-ATG riduca il rischio di GvHD
acuta e cronica, con un possibile impatto sulla sopravvivenza a
lungo termine "% 1% V. Nonostante I'accesso all’alemtuzumab sia
limitato (il farmaco non ¢ pitt in commercio per le indicazioni ema-
tologiche, che sono perd coperte da un programma di uso compassio-
nevole con fornitura gratuita), il protocollo FCC sembra una valida
opzione per migliorare ulteriormente 'outcome del TMO soprattutto
dove i risultati non sono soddisfacenti (per es. pazienti >40 anni). A
completamento della discussione dei dati emergenti nel TMO, non
si pud evitare di menzionare il crescente sviluppo del TMO da dona-
tore aplo-identico, ed in particolare di quello T-depleto con utilizzo
delle alte dosi di ciclofosfamide post-TMO. Anche se le esperienze

sono ancora limitate "**'3, questa procedura potrebbe costituire una

valida opzione di terapia di salvataggio in pazienti che falliscono I'IST
e non hanno un donatore HLA-identico disponibile.

Terapia non trapiantologica

Come gia discusso in precedenza, le strategie di IST sviluppate negli
anni "80 sono state oggetto di minimi miglioramenti nei 30 anni
successivi ®”; al contrario, nell'ultimo decennio stanno emergendo
nuovi dati che promettono di rivoluzionare la terapia dell’AA. El-
trombopag (Revolade®) ¢ un piccolo agonista della TPO (agente
TPO-mimetico) "3 gia approvato per il trattamento della porpora
trombocitopenica idiopatica™* L'impiego dell'eltrombopag nelle AA
inizialmente non sembrava supportato da solide basi scientifiche, in
quanto i livelli di TPO sono gia particolarmente elevati nei pazienti
affetti da AA 137 1%), D’altra parte, numerosi dati iz vitro diimostrano
il ruolo chiave della TPO e del suo recettore c-MPL per garantire
I'adeguato funzionamento delle CSE. Eltrombopag ¢ stato dapprima
studiato in un trial clinico di fase II come terapia di salvataggio in
pazienti con AA refrattari al IST "\ In questa prima esperienza 11
dei 25 pazienti trattati (44%) ha ottenuto un beneficio ematologico,
con risposte che (in maniera alquanto sorprendente) riguardavano
non solo le piastrine, ma anche i neutrofili e 'emoglobina, e la stessa

cellularitd midollare *%

). Uestensione di questo studio ha confermato
una risposta del 40% su una coorte di 43 pazienti totali, con risposte
spesso durature che hanno talvolta consentito anche la sospensione
del trattamento '*

zione clonale con sviluppo di neoplasie mieloidi (sindromi mielodi-

). In questa casistica si ¢ osservato il 18% di evolu-

splastiche o leucemie mieloidi acute, quasi esclusivamente in pazienti
che non avevano risposto alla terapia con eltrombopag “°. Questi
dati promettenti ottenuti in pazienti con AA refrattaria all’ IST hanno
documentato che eltrombopag ¢ in grado di migliorare la funzione
emopoietica dei pazienti con AA, agendo direttamente a livello delle
CSE. Il meccanismo molecolare di eltrombopag non ¢ noto: il suo
legame con ¢-MPL potrebbe stimolare la proliferazione delle CSE
rimanenti (reclutandole in circolo, o proteggendole dal danno im-
muno-mediato), o pitt semplicemente by-passare il blocco funzionale
di c-MPL indotto dai dimeri TPO/IFN-y @9,

Sulla base di questi dati si ¢ quindi sviluppato ['utilizzo di eltrom-
bopag in pazienti con AA a diagnosi; I'approccio piti ragionevole,
in considerazione del maccanismo d’azione del farmaco, ¢ stato
quello di aggiungere eltrombopag alla IST standard a base di ATG
di cavallo e CsA. Il primo studio di fase I-II con la triplice terapia a
base di ATG, CsA ed eltrombopag ¢ stato effettuato al’NIH. Nella
prima presentazione dei dati relativa a 92 pazienti trattati secondo
3 diversi regimi terapeutici (eltrombopag per 6 mesi dal giorno +14,
per 3 mesi dal g +14, o per 6 mesi dal giorno +1) il rate di risposta
globale a 6 mesi ¢ stato 80%, 87% e 94%, con una percentuale di
risposta completa pari al 33%, 26% e 58% nelle tre coorti V. Que-
sti dati di efficacia sono largamente superiori rispetto ai dati storici
con ATG e CsA da sole, in cui le percentuali di risposte globali e
complete attese sono pari al 66% ed al 10%, rispettivamente 14",
La superiorita della terapia triplice rispetto alla IST standard ¢ al
momento oggetto di un uno studio clinico di fase I randomizzato




che arruolera 200 pazienti con diagnosi di AA severa: lo studio,
condotto dallEBMT, completera I'arruolamento entro la meta del
2019, e i dati sull’endpoint primario (percentuali di risposte com-
plete a 3 mesi) saranno disponibili per la fine del 2019 142 Auspica-
bilmente, i dati derivanti da questi trial clinici definiranno la nuova

terapia non-trapiantologica standard dell’AA, in cui eltrombopag
sara aggiunto alla piattaforma di IST a base di ATG e CsA.

Emopoiesi clonale

Le moderne tecniche di next generation sequencing resesi disponibili
negli ultimi anni hanno permesso di indagare in dettaglio la pre-
senza di mutazioni somatiche nei pazienti affetti da AA. Dati pro-
dotti da diversi gruppi di ricerca in diverse aree del mondo hanno
documentato che queste mutazioni sono presenti nel 30-50% dei
pazienti con AA, e riguardano specificamente un gruppo ristretto
di geni che appaiono mutati in maniera ripetitiva nei pazienti
aplastici %1%, La grandezza di queste popolazioni clonali & estre-
mamente eterogenea, e puo variare dal 5 al 10% 1197, Linterpre-
tazione di questi dati ha suscitato un dibattito estremamente vivo
esteso non solo al ruolo patogenetico di queste mutazioni, ma anche
al significato della stessa clonalita nell’'ambito dell’emopoiesi nor-
male e patologica "*1°V. Nell'ambito delle AA, i geni pili frequente-
mente mutati sono PIGA, locus HLA, ASXL1, BCOR, DNMT3A;
mentre mutazioni dei primi 2 geni sono caratteristiche solo delle
AA (anche se mutazioni inattivanti del’HLA sono note anche nelle
leucemie acute, come meccanismo di ricaduta dopo TMO aplo-
identico) ¥, mutazioni dei geni ASXL1, BCOR, DNMT3A sono
ricorrenti anche nelle neoplasie mieloidi (sindromi mielodisplasti-
che e leucemie mieloidi acute). Alla luce di queste osservazioni si ¢
ipotizzato che queste mutazioni, che prognosticamente hanno un
17, potessero
rappresentare un marcatore precoce di evoluzione clonale, o piti cor-

impatto negativo sulla sopravvivenza a lungo termine'

rettamente evoluzione verso una neoplasia mieloide. L'osservazione
che queste stesse mutazioni siano rilevabili anche in soggetti sani

(153,159 ¢ che non necessariamente siano associate ad

molto anziani,
evoluzione clinica verso una neoplasia mieloide fa piuttosto credere
che la maggioranza di queste mutazioni possa essere funzionalmente
neutra, e rappresentare esclusivamente un marcatore di emopoiesi
clonale, non necessariamente maligna o pre-maligna ">V, 11 si-
gnificato di questa emopoiesi (oligo-)clonale resta incerto (da cui
P'acronimo clonal hemapoiesis of indetermined potential - CHIP), ")
anche se ¢ innegabile che alcune di queste mutazioni hanno un

19, Va comunque

ruolo nel processo multistep di cancerogenesi ¢
sottolineato che la presenza di una di queste mutazioni non determina
automaticamente il verificarsi delle altre mutazioni necessarie per lo
sviluppo del fenotipo neoplastico; e che nelle AA la presenza di clo-
nalitd non ¢ solo funzione delle caratteristiche intrinseche del clone
mutato, ma anche il risultato della contrazione del numero di CSE
caratteristica della fisiopatologia della malattia ™" A questo fenomeno
che stocasticamente pud fare apparire come espansa una mutazione
funzionalmente neutra emersa nel contesto di una popolazione gia
oligoclonale, si aggiunge la possibilita di una selezione attiva/passiva
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di particolari cloni, come avviene ad esempio per le CSE PIGA™ o
HLA in grado di sfuggire all'attacco immunologico contro I'emopo-
iesi Y,

In ogni caso, il significato dell’emopoiesi clonale nelle AA non va
sottovalutato, in quanto esistono delle specifiche complicanze clini-
che caratterizzate da emopoiesi clonale, descritte col termine evolu-
zione clonale; queste complicanze comprendono da una parte alcune
neoplasie mieloidi (in questo caso sarebbe pili corretto parlare di
evoluzione maligna), e dall’altra 'EPN (evoluzione sicuramente clo-
nale, ma non neoplastica) ©*”. Indipendentemente dalla specifica
terapia immunosoppressiva effettuata, infatti, tra il 10% ed il 15%
dei pazienti affetti da AA sviluppa una sindrome mielodisplastica

(100, 112, 115, 157 * A] momento non vi

o un’altra neoplasia mieloide
sono fattori di rischio univoci in grado di identificare precocemente
i pazienti AA che piu probabilmente andranno incontro ad una
evoluzione maligna, anche se la mancata risposta alla IST (e una
ridotta lunghezza dei telomeri) appaiono associati ad un rischio pitt
elevato "V, In considerazione delle nuove terapie emergenti a base
di eltrombopag, che stimola in maniera diretta le CSE, va conside-
rato il rischio che una pressione proliferativa esterna potrebbe favo-
rire 'espansione di cloni preneoplastici gia esistenti, o aumentare il
rischio di sviluppare mutazioni potenzialmente oncogeniche. Per
tale motivo, pure se al momento sembra chiaro che I'aggiunta di
eltrombopag all'IST standard aumenta il tasso di risposte ematolo-

14D sara fondamentale confermare in maniera randomizzata

giche!
che I'eltrombopag non aumenti il rischio a lungo termine di una
evoluzione maligna "*?. L’altro possibile esempio di evoluzione clo-
nale (in questo caso non neoplastica) ¢ lo sviluppo di una EPN
clinicamente conclamata, con un quadro chiaramente emolitico ©”
Come detto in precedenza, la presenza di un quadro emolitico dal
punto di vista terapeutico puo richiedere l'utilizzo di una terapia
anti-complemento. In questo contesto in cui si discutono osser-
vazioni e terapie emergenti, va sottolineato come la terapia anti-
complemento, finora basata su un unico anticorpo monoclonale
anti-C5, si stia arricchendo di nuove molecole con caratteristiche e
meccanismi d’azione molto diversi (Figura 2) ©9. Pur non essendo
argomento di questa discussione, appare opportuno segnalare che
oltre ad inibitori terminali del complemento (che come eculizumab
sono specifici per il C5) sono in via di sviluppo numerosi inibitori
prossimali del complemento. Questi ultimi interferiscono con la ca-
scata complementare a monte di C5, e piti precisamente a livello di
C3 (agenti anti-C3) o0 ancora pili 2 monte a livello delle fasi iniziali
dell’attivazione della via alternativa (agenti anti-fattore D e anti-fat-
tore B). Tutti questi farmaci sono al momento in sperimentazione
clinica in pazienti con EPN, e promettono nel giro di pochi mesi di
rivoluzionare il trattamento dell’EPN !5,

Conclusioni

L’AA ¢ una rara malattia ematologica nota da oltre 100 anni; fino

a circa 50 anni fa erano ignoti i meccanismi fisiopatologici alla base

le (71,72,

della malattia, che restava invariabilmente fatal ). Osservazioni

cliniche e sperimentali hanno permesso di comprendere la patoge-
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nesi della malattia, sia nelle forme acquisite idiopatiche (che hanno
una genesi immuno-mediata), sia nelle forme costituzionali, causate
da diverse alterazioni geniche. Grazie a queste informazioni sono
state definite opportune strategie terapeutiche, che hanno garantito
probabilita di sopravvivenza a lungo termine largamente superiori al
50%. Il decennio in corso sta dimostrando che questi risultati sono
ulteriormente migliorabili. Da una parte, il miglioramento delle
procedure trapiantologiche sembra garantire tassi di cura superiori
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Introduzione

Gli agenti stimolanti I'eritropoiesi (ESA) sono un gruppo di pro-
teine strutturalmente correlate all’eritropoietina (EPO), la cui
azione biologica consiste nello stimolo dell’eritropoiesi midollare,
con conseguente aumento dei livelli di emoglobina (Hb) nel sangue.
Gli ESA sono stati inizialmente impiegati nel trattamento delle ane-
mie secondarie a nefropatie !, ma nel tempo il loro uso si ¢ allargato
ad anemie di varia altra eziologja.

In ambito onco-ematologico, gli ESA sono utilizzati attualmente sia
nelle neoplasie linfoidi che nelle neoplasie mieloidi. Nelle neoplasie
linfoidi (linfomi non Hodgkin, leucemia linfatica cronica, mieloma
multiplo) il loro impiego ¢ sostanzialmente di supporto e stimolo
ad un midollo normale, ma depresso dalla chemioterapia in atto,
in analogia all'uso in corso di chemioterapia per tumori solidi; al
contrario, nelle neoplasie mieloidi gli ESA agiscono sulla compo-
nente midollare sede della malattia, e vanno pertanto considerati
terapia attiva.

Nell'ambito delle neoplasie mieloidi, le sindromi mielodisplastiche
(SMD) e le mielofibrosi primitive o secondarie a policitemia vera/
trombocitemia essenziale (MP/S) sono attualmente le principali in-
dicazioni terapeutiche degli ESA e verranno trattate specificamente
di seguito.

Fisiologia dell’eritropoiesi

Viene definita eritropoiesi il complesso delle trasformazioni che nel
midollo portano dalla cellula staminale totipotente alla formazione
degli eritrociti maturi. Diverse sono le fasi di questo processo, che pre-
vede la proliferazione delle cellule progenitrici eritroidi Burst Forming
Unit- Erythroid (BFU-E) e Colony Forming Unit - Erythroid (CFU-E)
seguita dalla proliferazione e progressiva differenziazione delle cellule
precursori eritroidi (proeritroblasti, eritroblasti basofili, eritroblasti
policromatofili) con progressivo accumulo dell’emoglobina nel cito-
plasma, fino alla formazione dell’eritroblasto ortocromatico, incapace
di ulteriori divisioni e da cui viene espulso il nucleo con formazione
dell’eritrocita maturo che viene liberato nel circolo *?.

L'entita dell’eritropoiesi ¢ fisiologicamente regolata da fattori stimo-
lanti e fattori inibenti.

Di questi, 'EPO ¢ il primo identificato nonché il pitt noto ed im-
piegato nella pratica clinica a fini terapeutici.

L’EPO ¢ un ormone glicoproteico prodotto dalle cellule renali peri-
tubulari (CRP), la cui parte proteica ¢ costituita da 165 aminoacidi
al momento della secrezione nel torrente circolatorio . Il principale
regolatore della produzione di EPO ¢ la tensione di O, nel sangue,
registrata dalle CRP. In presenza di un’elevata tensione di O, nel
sangue, le CRP riducono la produzione di EPO: al contrario, in pre-
senza di una ridotta tensione di O, nel sangue, si attiva nelle CRP
la sintesi dell’ Hypoxia-Inducible Factor 1 (HIF-1) che a sua volta
induce 'attivazione del gene del’EPO e 'aumento della secrezione
dell’EPO nel sangue ©.

Alivello del midollo osseo, 'EPO si lega ad uno specifico recettore
di membrana presente sulle cellule progenitrici eritroidi (EPO-R):
'EPO-R ¢ presente sulle CFU-E ed in minor misura sulle BFU-E
e sui proeritroblasti, mentre ¢ praticamente assente nelle fasi suc-
cessive di maturazione della linea eritroide. Lo stimolo del’EPO
sulleritropoiesi ¢ quindi circoscritto alle fasi pitt precoci della diffe-
renziazione eritroide ©.

A questo livello, il legame del’EPO con I'EPO-R attiva attraverso
la via di JAK-2/STAT una serie di segnali intracellulari che arrivano
al nucleo, il cui risultato finale ¢ un aumento della proliferazione e
maturazione delle cellule progenitrici eritroidi ”: inoltre, TEPO ¢ in
grado di proteggere le cellule progenitrici eritroidi dalla fisiologica
apoptosi che ne riduce il numero durante la maturazione in assenza
dell’EPO stessa. Nel suo complesso, 'EPO ¢ quindi in grado di
espandere e rendere pit efficiente I'eritropoiesi, con un aumento
degli eritrociti e del livello di Hb nel sangue ©.

Va ricordato che I'eritropoiesi normale, oltre che dallo stimolo po-
sitivo del’EPO nelle fasi precoci a livello dei progenitori eritroidi, ¢
regolata nelle fasi piti avanzate da fattori inibitori: questi fattori, rap-
presentati dai ligandi della superfamiglia dei Transforming Growth
Factor - beta, tramite legame con specifici recettori di superficie pre-
senti sui precursori eritroidi e conseguente attivazione della via delle
proteine SMAD, sono in grado di indurre apoptosi dei precursori
eritroidi stessi ®. Un quadro complessivo dell’eritropoiesi fisiologica
¢ rappresentato nella Figura 1.
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Figura 1 - Eritropoiesi fisiologica.

Caratteristiche chimico-biologiche

Come ricordato, 'EPO ¢ una glicoproteina e gli ESA, sintetizzati con
metodiche ricombinanti, ne ripetono la struttura proteica con pilt o
meno importanti modifiche a carico della componente glicidica .

EPO-c EPO-B DPO
Peso molecolare 30400 30400 37100
N°aminoacidi 165 165 165 (5 diversi dall’EPQ)
Catene glicidiche 4 5 6
N-glicani/0-glicani 3/ 4/1 (isoforme) 51
Residui sialici <14 <14 <22
Frazione glicidica 40% 40% 52%
Emivita, ore (sc) 18-24 18-24 48

Tabella 1 - Principali caratteristiche chimiche degli ESA disponibili nelle SMD

Esistono a tutt'oggi 3 principali ESA impiegati nel trattamento delle
SMD: Iepoietina-alfa (EPO-01), I'epoietina-beta (EPO-B) e la dar-
bepoietina (DPO). Le principali caratteristiche chimiche di queste
molecole sono riassunte nella Tabella 1.

L’EPO-a. ¢ sostanzialmente identica al’EPO endogena, presen-
tando anch’essa 4 catene glicidiche con una frazione glicidica com-
plessiva del 40% e non piti di 14 residui di acido sialico 1?).
L’EPO-P presenta lievi differenze rispetto allEPO-at nella compo-
nente glicidica, con una diversa miscela di isoforme ed un maggior
numero di residui N-glicani: queste differenze rendono 'EPO-f3
meno omogenea al tracciato elettroforetico sia rispetto al'EPO-a
che all’EPO endogena, senza tuttavia differenze dal punto di vista
farmacocinetico fra le 2 molecole 1.

Viceversa, la DPO presenta differenze di struttura pitt marcate nei
confronti del’EPO endogena. La struttura proteica presenta 5 va-
rianti aminoacidiche rispetto al’EPO, mentre la struttura glicidica
presenta un numero di residui sialici maggiore (fino a 22) con una
frazione glicidica complessiva del 52%: questo incremento della
componente glicidica conferisce alla DPO una prolungata emivita
rispetto agli aleri ESA (2.




Terapie delle SMD

Eritropoiesi

Leritropoiesi & quasi costantemente alterata nel corso delle SMD.
Le alterazioni riguardano sia la proliferazione che la differenzia-
zione degli elementi eritroidi, sia progenitori che precursori, con
incremento patologico dell’apoptosi e della morte intramidollare
delle cellule displastiche: il complesso di queste alterazioni viene
definito eritropoiesi inefficace, ad indicare il principale effetto dal
punto di vista clinico di una incapacita del midollo displastico di
produrre un numero sufficiente di eritrociti maturi nel sangue,
con conseguente anemia 19,

Da un punto di vista morfologico, 'eritropoiesi inefficace si traduce
nei segni di displasia all’esame microscopico che sono indispensabili
alla diagnosi di SMD e che devono essere presenti in almeno il 10%
degli elementi della serie eritroide.

Le principali alterazioni morfologiche a carico degli elementi eri-
troidi consistono nella macro-megaloblastosi, in asincronie ma-
turative nucleo-citoplasma, ponti internucleari, multinuclearita,
inclusioni citoplasmatiche, formazione di sideroblasti ad anello da
accumulo intramitocondriale di ferro.

[ livelli di EPO endogena in corso di SMD tendono generalmente
ad aumentare dai normali valori di 4 - 22 mU/ml a livelli piu ele-
vati, come tentativo fisiologico di compenso all’anemia. L’incre-
mento dell’EPO tuttavia varia da paziente a paziente, raggiungendo
in alcuni casi livelli molto elevati (> 15 - 20 volte il normale) e man-
tenendosi in altri casi a livelli inferiori a quelli attesi in base al grado
di anemia ": in quest’ultima evenienza si parla di inappropriata
secrezione di EPO.

Le cellule progenitrici del clone displastico possiedono in genere
una quantitd normale di EPO-R sulla membrana: quest’ultimo
peraltro non dimostra alterazioni strutturali !9, E verosimile che
vi sia un’alterazione della trasmissione intracellulare del segnale
attivato dal legame EPO/EPO-R, con ridotta attivazione della via
di STAT-5 e conseguente ridotta proliferazione e differenziazione
degli elementi eritroidi 7.

E importante ricordare, anche ai fini del trattamento con ESA, che
nelle SMD all’esordio ¢ presente una quota variabile di eritropoiesi
normale residua, che tuttavia tende a ridursi nel tempo per I'espan-
sione progressiva del clone displastico.

Indicazioni

L’anemia ¢ il sintomo di piti comune riscontro nelle SMD, essendo
presente in circa il 50% dei pazienti alla diagnosi o comparendo
durante il corso della malattia in un altro 30% dei casi. La presenza
di anemia si associa ad una ridotta sopravvivenza globale (SG), in
particolare per aumento della mortalita da cause cardio-circolato-
rie 1719, e ad una ridotta qualita di vita (QoL) 1),

Il trattamento di supporto con concentrati eritrocitari periodici
dell'anemia severa (Hb < 8g/dl) a sua volta si associa a sovraccarico
marziale, con conseguente danno a carico di numerosi parenchimi
(cuore, fegato, ghiandole endocrine) ®: inoltre, la formazione di
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radicali liberi secondaria al sovraccarico marziale pud danneggiare

a livello del midollo osseo le cellule staminali, con peggioramento

della displasia ed aumentato rischio di evoluzione in leucemia acuta

mieloide (LAM) @V, E evidente pertanto come la terapia causale
dell’anemia sia un obiettivo cruciale nella gestione dei pazienti af-
fetti da SMD.

La scoperta della struttura, produzione e regolazione del’EPO

ha aperto una possibilita di cura in numerosi tipi di anemia,

in particolare dagli anni ’80 in poi con la possibilita tramite
la tecnologia del DNA ricombinante della sintesi di adeguate
quantita degli ESA.

Il ruolo degli ESA nell’anemia in corso di nefropatie, caratterizzate

da una ridotta produzione di EPO endogena da parte del rene ma-

lato, ¢ intuitiva V. Le SMD, al contrario, sono come gi ricordato
caratterizzate da dosaggi sierici aumentati di EPO endogena, quale
normale meccanismo di compenso allo stato anemico, e pertanto

il ruolo degli ESA ¢ controverso. Due sono i possibili meccanismi

d’azione degli ESA ipotizzati in questo ambito:

1) stimolazione sovramassimale del clone displastico da parte degli
ESA a dosi farmacologiche, con superamento almeno parziale
del difetto maturativo e riduzione dell’apoptosi intramidollare;

2) stimolazione selettiva delle cellule staminali normali residue, con
conferimento di un vantaggio selettivo sul clone displastico e
conseguente riespansione dell’eritropoiesi fisiologica.

Risultati

Basandosi sui suddetti possibili meccanismi di azione, gli ESA
iniziarono ad essere impiegati in pazienti affetti da SMD a par-
tire dall'inizio degli anni ’90 fino a tutt’oggi. In questo lungo arco
temporale, possiamo distinguere tre diverse fasi: a) fase degli studi
iniziali, b) fase della maturita nell'impiego degli ESA, e ¢) fase degli
studi randomizzati confirmatori.

Fase degli studi iniziali (1990 - 1999)

In questa prima fase temporale, corrispondente agli anni "90 ed
iniziata immediatamente dopo I'impiego degli ESA nell’anemia in
corso di nefropatie, una serie di studi (alcuni dei quali sintetizzati
nella Tabella 2) testarono I'EPO-a e TEPO-f su piccole coorti di
pazienti non selezionati con SMD *2-%),

Questi studi iniziali permisero di acquisire alcune conoscenze im-
portanti e tuttora valide nella pratica clinica sulle corrette modalita
d’impiego degli ESA nelle SMD.

Per quanto concerne la somministrazione degli ESA, la via sottocu-
tanea si dimostrd pili comoda, e parimenti efficace, della sommini-
strazione endovenosa, divenendo la via di scelta.

Altrettanto rapidamente fu chiaro che la dose richiesta nelle SMD
era notevolmente pill elevata di quella necessaria nelle anemie in
corso di nefropatie: a partire da tali studi, il dosaggio iniziale standard
dell’EPO-01 e dell’ EPO- ¢ stato stabilito in 30.000 - 40.000 Ul a set-
timana, corrispondenti ad un dosaggio di 450-600 UI/kg/settimana.
Tale dose standard settimanale nei primi studi era suddivisa in pit
somministrazioni, ma negli studi successivi la monosomministra-
zione settimanale ¢ divenuta la modalita di scelta ®”.




Autore (anno) N° pazienti ESA Dose iniziale % risposte eritroidi
Aloe-Spiriti (1993) 23 EPO-a 800 Ul/kg/sett 30,4
Ghio (1993) 13 EPO-a 75-250 Ul/kg x 3/sett 38,0
Isnard (1994) 20 EPO-a 40-300 Ul/kg x 3/sett 35,0
Stone (1994) 20 EPO-p 100-300 Ul/kg x3/sett 35,0
Rose (1995) 100 EPO-a 150 Ul/kg x3/sett 28,0
Di Raimondo (1996) 12 EPO-a 150 Ul/kg x3/sett 58,3
Stasi (1997) 4 EPO-a 150 Ul/kg x 3/sett 317
Ferrini (1998) 38 EPO-a 150 Ul/kg/die 36,8

Tabella 2 - Risultati di alcuni studi iniziali sull impiego degli ESA a dosaggio standard nelle SMD.

Per quanto concerne l'efficacia, va premesso che negli anni 90 gli
studi utilizzarono criteri di risposta eritroide diversi da caso a caso,
in assenza di una standardizzazione riconosciuta: pertanto, il con-
fronto in termini di efficacia tra i vari studi di questa fase iniziale
risente molto dei criteri di risposta utilizzati.

Fatta questa premessa, gli studi della fase iniziale evidenziarono
complessivamente percentuali basse di risposte eritroidi, comprese
frail 25 ed il 58% dei soggetti trattati, con una mediana del 30-35%
(Tabella 2). Una meta-analisi del 1997 su 17 studi di quel periodo
iniziale riporto una risposta eritroide complessiva del 16% ©V.
L’unico studio randomizzato di questa prima fase, che confronto
pazienti trattati con EPO-a. (150 Ul/kg/die) verso placebo, di-
mostro una percentuale di risposte eritroidi nel braccio attivo
significativamente superiore a quella dei pazienti trattati con
placebo (36,8% verso 10,8%, p=0,007) ®. Tuttavia, il numero
ridotto di pazienti inseriti nello studio non permise al tempo
conclusioni definitive.

Fase della maturita (2000 - 2017)

Alla fine degli anni *90, una serie di fattori hanno contribuito ad
inaugurare una seconda fase piti matura nell'impiego degli ESA in
corso di SMD, durante la quale si sono costruite le basi per il tratta-
mento odierno: la standardizzazione della risposta, la selezione dei
pazienti e gli score predittivi e 'impiego degli ESA nella pratica
clinica corrente.

Standardizzazione della risposta. Nel 2000 ¢ stata pubblicata la
prima classificazione della risposta al trattamento nelle SMD da
parte dell Inzernational Working Group (IWG), costituito da un
gruppo di esperti di varia nazionalitd ©?: tale classificazione preve-
deva, per quanto riguarda la risposta eritroide, una risposta mag-
giore (incremento dell’Hb > 2 g/dl rispetto al basale e/o scomparsa
del fabbisogno trasfusionale) ed una risposta minore (incremento
dell’Hb > 1 < 2 g/dl rispetto al basale /o riduzione > 50% del fab-
bisogno trasfusionale). Nel 2006 questi criteri sono stati modificati
dall'TWG stesso, con la formulazione di un’unica risposta eritroide,

definita dall'incremento dell’Hb > 1,5 g/dl rispetto al basale o dalla

riduzione nell’arco di 8 settimane di almeno 4 unita di emazie con-
centrate rispetto alle 8 settimane precedenti la terapia ®?. L'introdu-
zione di una standardizzazione della risposta eritroide ha reso molto
pilt confrontabili i risultati dei vari studi.

La selezione dei pazienti e gli score predittivi. Nell’analisi dei risultati
insoddisfacenti ottenuti dagli studi iniziali, ¢ stato immediatamente
chiaro che 'ampia variabilita di risposte osservata dipendeva in larga
parte dalla differente selezione dei pazienti e che alcune caratteri-
stiche cliniche o biologiche del singolo paziente erano in grado di
influenzare la sua possibilita di ottenere una risposta eritroide al
trattamento con gli ESA.

La sostanziale ineflicacia degli ESA nelle SMD a rischio interme-
dio-2/alto secondo la classificazione IPSS ¢ stata sottolineata in
tutti gli studi iniziali, restringendo dalla fine degli anni 90 in poi il
campo di applicazione degli ESA alle SMD a rischio basso/interme-
dio-1 con Hb < 10 g/dl e/o fabbisogno trastusionale.

Oltre alla classificazione IPSS, il dosaggio dell’EPO endogena
all'inizio del trattamento ¢ stato uno dei fattori di risposta piti im-
portanti riportati da tutti gli studi ®**: in generale, per quanto
concerne il singolo paziente, piti bassa ¢ 'EPO endogena all'inizio
del trattamento, maggiori sono le possibilita di risposta eritroide.
Nelle diverse casistiche, i valori soglia considerati per discriminare i
soggetti a differente probabilita di risposta sono variati ampiamente:
tuttavia, vi & generale accordo che per valori di EPO endogena
> 500 mU/ml sia inutile una terapia con ESA a dosaggi standard e
che al contrario valori di EPO endogena < 200 mU/ml si associno
a percentuali di risposta eritroide > 50%.

Un altro fattore predittivo evidenziato nella maggior parte degli studi
¢ stato il fabbisogno trasfusionale all'inizio della terapia. I pazienti
senza fabbisogno trasfusionale hanno le maggiori possibilita di rispo-
sta, mentre i pazienti con elevato fabbisogno trasfusionale (> 2 unita
di emazie/mese) hanno una probabilita di risposta < 20% “04249,
Altri fattori predittivi di scarsa risposta agli ESA, la cui importanza
¢ stata riportata solo in alcuni studi ma non in altri, sono stati il
livello di Hb < 8 g/dl all'inizio del trattamento “?, la presenza della




delezione del braccio lungo del cromosoma 5 (del5q-), un lungo
intervallo dalla diagnosi “%.

Come in altre patologie, si & cercato nel corso degli anni di utilizzare
assieme i diversi fattori prognostici identificati, per creare uno score
di probabilita di risposta che fosse pilt accurato dei singoli fattori.
Il primo ad essere elaborato e che viene tuttora utilizzato ¢ stato
il cosiddetto Nordic Score, in cui i pazienti in base al fabbisogno
trasfusionale (< 2 unitd/mese vs > 2 unitd/mese) ed al dosaggio pre-
terapia dell’ EPO endogena (< 100 mU/ml verso 100 - 500 mU/ml
verso > 500 mU/ml) vengono assegnati a 3 categorie di probabilita
di risposta: probabilita alta (74%), probabilita intermedia (23%) e
probabilita bassa (7%) .

Molto recentemente, ¢ stato elaborato un nuovo score (denomi-
nato ITACA score) su di una ampia casistica italo-canadese di 996
pazienti trattati con ESA, assegnando un punteggio di 1 ai seguenti
3 parametri: EPO endogena < 100 mU/ml, non fabbisogno trasfu-
sionale ed IPSS low-risk “©. T pazienti sono stati distinti in base al
punteggio complessivo individuale in 4 gruppi (da punteggio 0 a
punteggio 3) con diversa probabilita di risposta eritroide (rispetti-
vamente 23%, 43%, 67%, 85%). Nei confronti del Nordic score,
I'TTACA score sembra avere un potere di discriminazione della ri-
sposta maggiore, ma il suo uso nella pratica clinica ¢ ancora limitato.
Impiego degli ESA nella pratica clinica corrente. In assenza di terapie
alternative efficaci nei pazienti anemici con SMD a basso rischio,
gli ESA sono entrati dal 2000 in poi nella pratica clinica corrente
come prima linea di trattamento: in Italia, in particolare, ne ¢ stata
possibile la dispensazione in base alla legge 648 sui farmaci per le
patologie orfane.

Questo impiego clinico diffuso degli ESA, recepito da tutte le li-
nee-guida nel tractamento delle SMD a basso rischio, ha permesso
di raccogliere dati in studi retrospettivi su pitt ampie casistiche
unicentriche o multicentriche di pazienti con SMD a basso rischio

seguiti nella real-life “>49.

Agenti stimolanti I’eritropoiesi

Risultati con gli ESA a dosaggio iniziale standard

Dal 2000 ad oggi, basandosi sui fattori favorevoli sopra men-

zionati, numerosi studi prospettici di fase II e studi retrospettivi

sono stati condotti su ampie coorti di pazienti. Bisogna inoltre
ricordare che dai primi anni del 2000 anche la DPO ha iniziato

ad essere utilizzata nelle SMD, al dosaggio iniziale standard di

150 mcg/settimana.

[ risultati di questi studi, alcuni dei quali riportati nella

Tabella 3 **, hanno permesso non solo di migliorare notevol-

mente le percentuali di risposte eritroidi ottenibili con gli ESA a

dosaggio iniziale standard grazie ad una piti accurata selezione dei

pazienti trattati, ma anche di valutare e codificare altri parametri

importanti nell'utilizzo degli ESA, quali la durata della risposta e

I'eventuale impatto sulla SG.

Grazie a questi studi si sono andate progressivamente consoli-

dando le seguenti considerazioni sul corretto impiego degli ESA

a dosi iniziali standard, che sono a tutt’oggi valide nella pratica

clinica corrente:

* la risposta eritroide si ottiene in genere entro il secondo/terzo mese
di terapia: in assenza di una risposta eritroide al terzo mese, ¢ indi-
cato un incremento della dose settimanale a 60.000 - 80.000 Ul;

* in assenza di risposta eritroide dopo tre mesi dall'incremento della
dose, ¢ ragionevole sospendere il trattamento per inefficacia;

* negli studi in cui ¢ stata valutata prospetticamente, la QoL ¢ sem-
pre significativamente migliorata nei pazienti rispondenti #%3%;

* nei diversi studi (Tabella 3) non si sono evidenziate sostanziali dif-
ferenze di risposta eritroide con I'uso dei diversi ESA, che pertanto
vanno considerati equivalenti per quanto concerne I'efficacia;

* 'impiego degli ESA si ¢ dimostrato efficace e sicuro anche in pa-

zienti di et molto avanzata “”: pertanto, non vi sono limiti d’eta

all'utilizzo degli ESA;
e durante il trattamento con ESA va monitorato attentamente il
bilancio marziale per il possibile instaurarsi di una carenza re-

AUTORE (ANNO) | N° pazienti ESA DOSE INIZIALE ﬁg:?:glsn.rf D?%ngggﬂ:\?gg) SG (“I,IVIIiEDSIII;\ NA
Terpos (2002) 281 EPO-a. 150 Ul/kg x 3/sett 45,1 17,0 NR
Musto (2005) 37 DPO 150 mcg/sett 41,0 NR NR
Stasi (2005) 53 DPO 150 mcg/sett 38,0 Non raggiunta NR
Giraldo (2006) 69 DPO 75-300 meg/sett 55,0 NR NR
Gabrilove (2008) 144 DPO 500 mcg/3 sett 49,0 NR NR
Oliva (2010) 4 DPO 150 mcg/sett 48,0 NR NR
Balleari (2011) 55 EPO-a. 40.000 Ul/sett 65,5 Non raggiunta NR
Molteni (2013) 58 EPO-a/B 30.000-40.000 Ul/sett 57,0 29,0 NR
Buccisano (2016) 361 EPO-a/B 30.000-40.000 Ul/sett 55,4 12,4 57,1
Houston (2017) 199 EPO-o/, DPO | 40.000 UI/150 mcg/sett 47,0 NR NR

Tabella 3 - Risultati di alcuni studi sull impiego degli ESA a dosaggio standard nelle SMD negli anni 2000 - 2016.




lativa di ferro: in questi casi, l'inserimento di un breve ciclo di
terapia marziale ¢ in grado di ottenere/riacquistare una risposta
eritroide “V;

* la durata mediana di risposta si attesta nei diversi studi media-
mente sui 12 - 18 mesi, con un range da 3 a 24 mesi ed una inci-
denza di ricomparsa dell’'anemia > 50% (Tabella 3);

¢ alcuni studi hanno permesso, seppure in maniera retrospettiva,
di osservare una SG significativamente piti lunga nei soggetti con
risposta eritroide agli ESA rispetto ai soggetti resistenti “2.

Le acquisizioni cliniche sull'uso degli ESA nelle SMD che si sono
andate formando in questa fase hanno trovato un corrispettivo ed
una formalizzazione nelle numerose linee-guida sul trattamento
delle SMD uscite negli stessi anni.
Fra le tante, peraltro molto simili fra di loro, vanno ricordate quelle
della Societa Italiana di Ematologia del 2010 “® e dell’ European
LeukemiaNet (ELN) del 2013 “). In entrambe viene posta indi-
cazione al trattamento con ESA dei pazienti a basso rischio (IPSS
low/int-1) con anemia (Hb < 10 g/dl) e livelli di EPO endogena <
500 mU/ml, laddove possibile prima che compaia un fabbisogno
trasfusionale importante (> 2 unitd/mese).
Un caso particolare, ripreso anche dalle linee-guida, riguarda i pa-
zienti con SMD e del5q- che presentano risposte agli ESA minori
rispetto alle altre SMD, come riportato dal gruppo francese (risposte
eritroidi 43% nelle SMD con del5g- verso 64% nelle SMD senza
del5q-, p=0.03) ©%. Poiché nei pazienti con del5q- ¢ invece molto
attiva la lenalidomide, che perd ¢ gravata anche da notevole tos-
sicita a differenza degli ESA, rimane ancora incerto quale debba
essere I'approccio di prima linea da utilizzare in questi pazienti: in
linea di massima, trattandosi anche di soggetti generalmente molto
anziani e con molte comorbiditd, un atteggiamento prudente po-
trebbe prevedere un iniziale approccio con gli ESA, seguito da un
precoce passaggio alla lenalidomide in assenza di risposta eritroide
al 3° mese di ESA.

Fase degli studi randomizzati confirmatori (2017-2018)

Tutti i dati riportati nelle fasi precedenti sono basati in massima

parte su studi non randomizzati o su analisi retrospettive. In realtd,

fino al 2017 non sono stati disponibili dati da studi randomizzati
sullefficacia degli ESA verso placebo di sufficiente ampiezza e vali-
dita statistica, ritenuti indispensabili dagli organi regolatori per una
approvazione definitiva dell'indicazione terapeutica degli ESA nelle
SMD a basso rischio.

A partire dal 2011, per rispondere a questa esigenza, sono stati
iniziati due studi randomizzati con ESA a dosaggio standard verso
placebo, sponsorizzati dalle rispettive case farmaceutiche. Nel
primo (ARCADE) ¢ stata impiegata la DPO ©V mentre nel secondo
(EPOANE) ¢ stata impiegata 'EPO-a 2. L'obiettivo primario di
entrambi gli studi era la percentuale di risposte eritroidi alla 24?
settimana di trattamento.

[ risultati dei due studi, riportati nella Tabella 4, sono stati pubbli-
cati nel 2017 (ARCADE) e nel 2018 (EPOANE) ed in entrambi
la percentuale di risposte eritroidi alla 24* settimana ¢ risultata si-
gnificativamente superiore nei pazienti trattati con ESA rispetto
ai pazienti trattati con placebo, raggiungendo pertanto I'obiettivo
primario ed aprendo la strada all'approvazione degli ESA nel pron-
tuario terapeutico.

E possibile migliorare i risultati degli ESA a
dosaggio standard?

La maggior parte degli studi e delle analisi retrospettive sull'im-
piego degli ESA a dosaggio iniziale standard hanno riportato
percentuali di risposte eritroidi < 50%. Nei due studi randomiz-
zati ARCADE ed EPOANE si sono osservate nel braccio di trat-
tamento con ESA percentuali anche inferiori (alla 24 settimana
di terapia il 14,7% nellARCADE ed il 31,8% nellEPOANE,
rispettivamente) 12,

Si ¢ pertanto sentita I'esigenza di provare a migliorare i dati otteni-
bili con gli ESA a dosaggio iniziale standard fin dai primi anni del
loro impiego. Le strategie impiegate sono state diverse, ma quelle
che a tutt’oggi si sono rivelate pit efficaci sono essenzialmente due:
I'associazione degli ESA con il fattore di crescita granulocitario (G-

CSF) e l'impiego delle alte dosi di ESA.

ARCADE EPOANE

DPO Placebo EPO-o. PLACEBO
N°pazienti (M/F) 97 49 85 45
Eta mediana, anni (range 1Q/range) 74 (68 -79) 73 (66 - 80) 85 (40 - 94) 75 (36 - 87)
IPSS low/Int-1, % 51,0/49,0 50,5/49,5 42,4/57,6 51,1/48,9
Tipo di ESA DPO - EPO-a -
Dosaggio iniziale 500 mcg/3 sett - 450 Ul/kg/sett -
Risposta eritroide (24° sett) (%) 14,7 0 31,8 4.4
Significativita ESA verso placebo p=0,016 p<0,001

Tabella 4 - Risultati degli studi randomizzati di fase Il ARCADE ed EPOANE (ESA verso placebo).




Associazione degli ESA con il G-CSF

L’impiego del G-CSF in associazione agli ESA trova un razionale
biologico nell'inibizione dell’apoptosi indotta dal G-CSF, che ¢ si-
nergica con I'analoga azione del’EPO endogena e degli ESA 69
questa azione del G-CSF sull’eritropoiesi displastica sembra parti-
colarmente attiva nelle SMD con sideroblasti ad anello *%.

Diversi studi hanno quindi testato associazione del G-CSF con gli
ESA nella clinica: alcuni studi hanno usato I'associazione dall'inizio
del trattamento ®>°?, mentre in altri casi il G-CSF ¢ stato introdotto
dopo 2 - 3 mesi di ESA come terapia di salvataggio nei pazienti
resistenti ©*6),

Il primo approccio (terapia simultanea ESA + G-CSF) ha prodotto
percentuali di risposta eritroide sovrapponibili a quelle ottenute con
gli ESA da soli a dosi iniziali standard “?. L’uso sequenziale del
G-CSF nei pazienti resistenti ai soli ESA ha permesso di ottenere un
ulteriore 10 - 15% di pazienti rispondenti ¢!
non diversa da quella ottenibile con il semplice incremento della
dose degli ESA.

Va peraltro ricordato che in Italia 'uso del G-CSF in associazione
agli ESA ¢ fuori indicazione da scheda tecnica, e pertanto il suo

), percentuale questa

impiego ¢ limitatissimo nella pratica clinica corrente.

Impiego delle alte dosi di ESA

Lincremento della dose di ESA, comunemente impiegato nella
pratica clinica nei pazienti resistenti al trattamento iniziale a dosag-
gio standard, ha permesso in diversi studi di ottenere una risposta
eritroide nel 10 - 15% di tali soggetti. L'incremento era peraltro
ben tollerato e non si associava a tossicitd aggiuntive rispetto alla
dose standard.

Partendo da queste osservazioni, alcuni studi hanno testato negli anni
la possibilita di utilizzare fin dallinizio del trattamento gli ESA ad alte
dosi, corrispondenti a 60.000 - 80.000 Ul/settimana per 'EPO-a1
I'EPO-f e a 2300 meg/settimana per la DPO, con lo scopo di sfrut-
tarne al meglio il sovradosaggio farmacologico nel superamento delle
alterazioni proliferative e maturative del clone displastico.

Nella Tabella 5 sono riassunti alcuni di questi studi, che hanno
evidenziato percentuali di risposta eritroide costantemente > 50%
ed in diversi casi intorno al 65 - 70%, senza tuttavia un apparente
prolungamento della durata di risposta 426,

Anche utilizzando le alte dosi di ESA, i principali fattori predittivi di

Agenti stimolanti I’eritropoiesi

risposta sono rimasti il dosaggio del’EPO endogena e la presenza/
assenza di fabbisogno trasfusionale pretrattamento “6*9),

Allo stato attuale, in mancanza di studi randomizzati che comparino
prospetticamente i risultati ottenibili con dosi iniziali standard verso
quelli ottenibili con le alte dosi, entrambi gli approcci iniziali sono
usati a seconda dell’esperienza del singolo medico e/o delle caratte-
ristiche piti o meno favorevoli per la risposta del singolo paziente
va ricordato, tuttavia, che nelle linee-guida della SIE “® i dosaggi
iniziali consigliati per 'EPO-o. e 'EPO-f sono le 60.000 - 80.000

Ul/settimana.

Tossicita degli ESA

La tossicita rilevata nei pazienti con SMD durante il trattamento con
ESA, sia a dosi iniziali standard che ad alte dosi, ¢ stata costituita es-
senzialmente da fenomeni trombotici e crisi ipertensive. Entrambe
queste tossicita sono comunque comparse in meno del 5% dei pa-
zienti trattati ed in presenza di fattori predisponenti %6668,

Il riscontro di fenomeni trombotici ¢ stato ampiamente segnalato
in pazienti affetti da neoplasie solide trattati con ESA per anemia
in corso di chemioterapia: diverse meta-analisi hanno dimostrato
un significativo incremento del rischio trombotico in questi pa-
zienti ®7Y, con conseguente indicazione alla cautela nell'uso degli
ESA in pazienti con fattori predisponenti o in associazione a che-
mioterapie ad alto rischio trombogenico.

Tuttavia, 'aumentato rischio trombotico evidenziato in questi studi
¢ verosimilmente legato alla patologia neoplastica in sé piuttosto che
al trattamento con ESA: questo spiega la ridotta incidenza dei feno-
meni trombotici osservata in corso di ESA nei pazienti con SMD.
Un altro effetto avverso molto raro e grave riportato in corso di
terapia con ESA ¢ stato I'insorgenza di un’aplasia eritroide selettiva,
legata alla somministrazione sottocutanea dell’ EPO-o. e dovuta alla
formazione di anticorpi anti-eritrociti secondari ad eccipienti pre-
senti nella formulazione.

Tale complicanza ¢ stata riportata da numerosi autori in pazienti
con anemia secondaria a nefropatie >7?: al contrario, ¢ stata de-
scritta solo in casi isolati di pazienti affetti da SMD trattati con
ESA 7475) e pertanto non sembra costituire un problema in questo
sottogruppo.

Cosa succede dopo il fallimento degli ESA?

Uno dei punti pit critici nel trattamento attuale delle SMD a basso

AUTORE (ANNO) | N° pazienti ESA DOSE INIZIALE %;E::.?:gﬁ;li D?%T::gsl¥§3m23) SG MEDIANA
Aloe Spiriti (2005) 133 EPO-a 80.000 Ul/sett 68,0 NR NR
Latagliata (2008) 60 EPO-a 80.000 Ul/sett 50,0 12,0 NR

Park (2008) 403 EPO-o/p, DPO | 60.000 UI/300 mcg/sett 62,0 20,0 64% a 5 anni
Latagliata (2015) 140 EPO-a 80.000 Ul/sett 56,4 10,9 79% a 24 mesi
Buccisano (2016) 182 EPO-a 60.000-80.000 Ul/sett 69,2 14,0 57,1 mesi

Tabella 5 - Risultati sull'impiego degli ESA ad alte dosi nelle SMD.




rischio & 'approccio ai pazienti trattati con ESA e resistenti o re-
cidivati dopo una iniziale risposta. I risultati in questo gruppo di
pazienti sono infatti molto deludenti per quanto concerne l'otteni-
mento di una risposta eritroide.

Diversi approcci sono stati testati negli anni, fra cui sono stati gia
ricordati laumento della dose di ESA in caso di trattamento con
dosi iniziali standard e I'aggiunta del G-CSF. L'impiego della le-
nalidomide, da sola o in associazione con gli ESA, ¢ stato valutato
in diversi studi riassunti nella Tabella 6 7*7¥: complessivamente,
la possibilita di ottenere una risposta eritroide ¢ stata di circa il
25%, con una durata mediana peraltro breve (< 12 mesi). Allo
stesso modo, I'impiego dell’azacitidina da sola o in associazione con
’EPO-p non ha dato risultati migliori (Tabella 6) 7.

Una analisi retrospettiva su di un’ampia casistica internazionale di
1.698 pazienti ha confermato la scarsa efficacia della lenalidomide e
dell’azacitidina come terapia di seconda linea nei pazienti resistenti/
recidivati dopo trattamento di prima linea con ESA ®0: tuttavia,
nella stessa analisi ¢ stato sottolineato che questi pazienti non per-
dono le caratteristiche di basso rischio e mantengono una prognosi
relativamente buona con una lunga sopravvivenza.

Prospettive future

Dai risultati fin qui riportati emerge chiaramente come la terapia
con ESA costituisca la prima linea nel trattamento dell’anemia nelle
SMD a basso rischio: altrettanto chiaramente emerge la necessita
di futuri sviluppi per migliorare i risultati ottenibili a tutt'oggi con
gli ESA.

La pili promettente prospettiva futura nasce dai recenti risultati
riportati con gli inibitori dei ligandi della superfamiglia dei 77an-
sforming Growth Factor - beta, capaci di catturare questi ultimi in
circolo evitandone il legame con i corrispondenti recettori e la con-
seguente inibizione dell’eritropoiesi. Le due molecole utilizzate (so-
tatercept e luspatercept) si sono dimostrate efficaci in studi di fase
2 su pazienti resistenti/refrattari agli ESA ®'#?, in particolare nelle
forme con sideroblasti ad anello.

Il grande interesse risiede nella possibile associazione in prima
linea di questi farmaci con gli ESA, considerandone I'effetto a di-
versi livelli dell’eritropoiesi e quindi la possibile sinergia d’azione.

Terapia della mielofibrosi primitiva/
secondaria

L’anemia in corso di MP/S riconosce una genesi multifattoriale,

essendo dovuta alla progressiva sostituzione fibrotica del mi-

dollo osseo, all'aumentata produzione di citochine inflammato-

rie ad azione inibente sull’eritropoiesi, all’aumentata distruzione
degli eritrociti da parte della milza ingrandita ed anche in parte
all’emodiluizione, e tende a peggiorare nel corso del tempo ®.

Nella MP/S una terapia con ESA puo essere adottata in due contesti

diversi di anemia:

* pazienti senza rilevante splenomegalia ¢/o sintomi sistemici, in cui
I'anemia ¢ isolata e costituisce il motivo primario di trattamento.
In questi casi gli ESA vengono usati da soli o in associazione al
danazolo;

* pazienti in trattamento con ruxolitinib per splenomegalia e/o sin-
tomi sistemici, in cui I'anemia compare o si aggrava come effetto
avverso del trattamento primario.

Anemia isolata

Per quanto riguarda il trattamento con ESA dell’anemia isolata in
corso di MP/S, le principali casistiche in letteratura sono riportate
nella Tabella 7 ®9.

Come si evince dalla Tabella 7, le casistiche disponibili spesso
hanno valutato numeri esigui di pazienti e hanno evidenziato per-
centuali molto differenti di risposte eritroidi, con una mediana di
circa il 40-45%.

Lampio range di risposte eritroidi ¢ dovuto a diversi fattori, fra i quali
una diversa selezione dei pazienti (in alcuni studi venivano esclusi dalla
terapia con ESA i pazienti con livelli endogeni di EPO > 125 mU/
ml), una diversa valutazione da studio a studio della risposta eritroide
e una percentuale variabile nei diversi studi di soggetti sottoposti ad
altri trattamenti concomitanti (idrossiurea, danazolo, ruxolitinib).
Anche per quanto concerne i fattori predittivi di risposta, non vi ¢
stata concordanza fra i diversi studi. I livelli di EPO endogena sono
risultati fattore predittivo in alcuni studi ®® ma non in aleri %,
cosi come la presenza di un fabbisogno trasfusionale ®#. Nello
studio policentrico spagnolo, che ha arruolato retrospettivamente
il maggior numero di pazienti, sono stati identificati come fattori

0 navipnti % TRASFUSIONE DURATA MEDIANA

AUTORE (ANNO) N° pazienti TERAPIA INDIPENDENZA (MESI)
Komrokji (2012) 25 Lena (10 mg/die) 22 11
Toma (2016) 66 Lena (10 mg/die) vs 14 18

66 Lena + EPO-a 24 15
Santini (2016) 160 Lena (10 mg/die) 26,9 8

vs placebo (vs 2,5, p <0,001)

Thepot (2016) 49 Aza (75 mg/m? 5/28 gg) vs 16 8

49 Aza + EPO-B 14 10

Tabella 6 - Risultati sull'impiego della lenalidomide e dell azacitidina in pazienti resistentifrecidivati dopo ESA.




Agenti stimolanti I’eritropoiesi

AUTORE (ANNO) N° pazienti ESA DOSE INIZIALE %;ERRII.?:&SD.I;E Dl:::gggslﬁlz:ﬁz)m
Aloe Spiriti (1993) 7 EPO-a 160 Ul/kg/die 57 NR
Hasselbalch (2002) 13 EPO-at 10.000 Ul x 3/sett 84 NR
Cervantes (2004) 20 EPO-at 10.000 Ul x 3/sett 45 12,5
Cervantes (2006) 20 DPO 150 mcg/sett 40 NR
Tsiara (2007) 20 EPO-at 10.000 Ul x 3/sett 60 NR
Huang (2009) 43 EPO-a NR 23 NR
Hernandez-Boluda (2017) 163 EPO-a. (55) 20.000-40.000/sett 53 19,3
DPO (108) 150 mcg/sett

Tabella 7 - Risultati sull'impiego degli ESA nell'anemia isolata in corso di MP.

predittivi positivi di risposta il sesso femminile, una ferritina < 200
ng/ml ed una leucocitosi > 10 x 10%/1: va pero ricordato che in que-
sto studio sono stati in genere esclusi dal trattamento i soggetti con
EPO endogena > 125 mU/ml ®.

Come per le SMD, il rischio trombotico non sembra essere stato
aumentato nelle MP/S dalla terapia con gli ESA®?. Un incremento
della splenomegalia durante terapia con ESA si ¢ osservato in circa
i1 25% dei pazienti, ma ¢ stato difficile attribuirlo ad un effetto degli
ESA piuttosto che ad una progressione della MP/S ®.

Questi dati, pur nella loro eterogeneita, depongono per una relativa
efficacia e sicurezza degli ESA in questo sottogruppo di pazienti.

Anemia secondaria

I ruxolitinib, inibitore di JAK-1/2, ¢ diventato nella pratica cli-
nica corrente la prima opzione nel trattamento della MP/S con
splenomegalia e/o sintomi sistemici V. La tossicita pilt importante
del ruxolitinib ¢ quella ematologica, in particolare la comparsa
di anemia o il suo peggioramento se gia presente all'inizio della
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