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1. 1L MIELOMA MULTIPLO

Il Mieloma Multiplo (MM) ¢ una neoplasia ematologica maligna appartenente al gruppo
delle discrasie plasmacellulari o gammopatie monoclonali caratterizzata dalla proliferazione
e dall’accumulo di un clone plasmacellulare maligno a livello midollare o, piu raramente (in
una percentuale variabile tra il 7 e il 15% dei casi), nei tessuti extramidollari (extramedullary
disease). Tali plasmacellule (PC) tipicamente sintetizzano un’abnorme quantita di
immunoglobuline complete o parte di esse (incomplete), altrettanto clonali, che prendono il
nome di componente monoclonale (CM)*2. Le immunoglobuline monoclonali sono dunque
caratterizzate da identita isotipica, ovvero appartenenti alla stessa classe di catena pesante (in
ordine di frequenza: G, A, M, D o E) e di catena leggera (kx 0 A), e da identita idiotipica, ossia
aventi la stessa regione ipervariabile (CDR I1ll) della catena pesante e leggera. Le
immunoglobuline clonali sono rilevabili nel siero /o nelle urine con 1’ausilio di metodiche di
elettroforesi e immunofissazione sierica ed urinaria.

Con il dosaggio delle catene leggere libere sieriche (serum free light chain assay, sFLC) e
possibile identificare e valutare quantitativamente le catene « e A circolanti nel siero non legate
a catene pesanti e valutare la sSFLC «/A ratio (valore normale 0,26-1,65) che stabilisce
I’eventuale monoclonalita della produzione immunoglobulinica: se il rapporto risulta inferiore
a 0,26 ¢ presente un eccesso di produzione di catene A, mentre quando il rapporto ¢ superiore
a 1,65 siha eccesso di produzione di catene «°. Il serum free light chain assay ha vari impieghi
clinici anche nei pazienti con MM secernente solo catene leggere (15% dei casi) o
nell’amiloidosi AL. Nell’1-2% dei pazienti, tuttavia, pur essendo presenti le caratteristiche
cliniche del MM, la CM non e rilevabile nel siero o nelle urine; in questi casi si parla di MM

non secernente®*,

1.1. Epidemiologia

Il Micloma rappresenta circa 1’1-2% di tutte le neoplasie maligne e circa il 10% delle
neoplasie ematologiche® (secondo per frequenza ai linfomi), con una incidenza stimata di 4.5-
6 casi/100000 abitanti all’anno negli Stati Uniti® e in Europa® (8/100000 in Italia, secondo
I’Istituto Superiore di Sanita).

Il MM ¢ una patologia che piu tipicamente colpisce pazienti con eta avanzata, difatti I’eta
mediana alla diagnosi ¢ di 68 anni, circa il 2% dei pazienti all’esordio ha meno di 40 anni
mentre il 38% dei pazienti ha un'eta superiore a 70 anni. Il sesso maschile presenta
un’incidenza leggermente superiore a quello femminile e I’etnia afroamericana presenta
un’incidenza doppia rispetto a quella dell’etnia caucasica ’.
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1.2. Eziologia

Ad oggi I’eziologia del Mieloma Multiplo resta ignota, sebbene siano stati identificati una
lunga serie di fattori che, in varia misura, incrementano il rischio di sviluppare questa
neoplasia.

Dal punto di vista epidemiologico & stata osservata una possibile correlazione con
I’esposizione ad agenti tossici ambientali /o professionali (es. radiazioni ionizzanti, pesticidi,
derivati del petrolio); sono stati inoltre descritti clusters familiari di malattia (difatti, nei
familiari di primo grado dei pazienti affetti da MM il rischio di sviluppare una gammopatia
monoclonale & da 2 a 4 volte superiore®), ma non esiste una vera e propria ereditarieta della
patologia °1°.

Il sovrappeso e I’obesita correlano a un’aumentata incidenza e mortalita per micloma e a un
aumentato tasso di progressione della gammopatia monoclonale di incerto significato
(MGUS) in MM. Non é stata invece dimostrata alcuna associazione tra fumo e rischio di
sviluppare mieloma 113,

Le uniche patologie che hanno dimostrato una correlazione significativa con I’insorgenza di
MM sono I’anemia perniciosa, probabilmente per I’interferenza del deficit di vitamina B12
con la sintesi e la replicazione del DNA, e la spondilite anchilosante, associazione attribuita

sia alla stimolazione del sistema immunitario sia ai trattamenti 2.

1.3. Patogenesi

Il mieloma multiplo ha origine da un linfocita B naive che va incontro a trasformazione
neoplastica all’interno del centro germinativo dei follicoli degli organi linfoidi secondari,
principalmente i linfonodi, durante lo switch isotipico (o0 di classe) e la maturazione
dell’affinita. Nella fase post centro germinativo, le cellule B si trovano negli stadi terminali di
differenziamento, ovvero le cellule della memoria e le cellule a lunga sopravvivenza, non piu
capaci di variare la propria produzione di anticorpi e con un’emivita di mesi-anni. Mentre le
cellule della memoria rimangono in circolo, pronte ad attivarsi rapidamente a plasmacellule
in caso di riesposizione all’antigene, quelle a lunga sopravvivenza migrano nel midollo osseo.

Lo scambio di classe avviene grazie all’azione di citochine rilasciate dai linfociti T helper e
consente la sintesi di anticorpi di isotipi non-IgM. Esso si verifica per delezioni in
corrispondenza della regione di DNA che codifica per la catena pesante dell’lg (IGH). La
maturazione dell’affinita, invece, permette la produzione di anticorpi specifici e avidi e
avviene grazie all’ipermutazione somatica delle regioni ipervariabili di IGH. E proprio la

presenza di queste ipermutazioni somatiche che suggerisce 1’origine della patologia da
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linfociti B post centro germinativo, terminalmente differenziati. Per quanto riguarda
quest’ultimo aspetto, lo studio fenotipico delle cellule neoplastiche ha evidenziato
’espressione delle molecole di superficie CD19 e CD27, sarebbero quindi piu simili a cellule
B della memoria piuttosto che a plasmacellule, suggerendo una possibile origine del clone
neoplastico da tale compartimento.

I meccanismi di switch isotipico e di ipermutazione somatica necessitano entrambi
dell’enzima citidina deamidasi indotta dall’attivazione (AID), il quale porta alla rottura del
DNA a doppia catena in piu punti che verranno poi ricongiunti a livello di terminazioni non
omologhe da enzimi di riparazione del DNA. Punti di rottura non causati dall’AID possono
favorire traslocazioni cromosomiche aberranti, che insieme all’iperdiploidia, rappresentano
un evento citogenetico primario della mielomagenesi. 1416

Le cellule neoplastiche, dagli organi linfoidi secondari, migrano quindi nel midollo osseo
tramite il processo di homing e differenziano in plasmacellule. All’esordio di malattia il
midollo osseo e occupato da plasmacellule mature non proliferanti, in seguito possono
comparire plasmablasti proliferanti che incrementano progressivamente fino alla possibile
disseminazione extramidollare. La fase iniziale di malattia corrisponde a una MGUS, che si
ritiene precedere tutti i mielomi anche quando non clinicamente rilevata, la disseminazione
extramidollare, invece, corrisponde alla leucemia plasmacellulare (LPC). "1

Il differenziamento a plasmacellula e regolato da fattori di trascrizione quali IRF4 (fattore
di regolazione dell’interleuchina-4), BLIMP1 (proteina di maturazione indotta dai linfociti B-
1) e XBP1 (proteina legante X box-1), coinvolti nel corretto ripiegamento anticorpale. IRF4
inibisce 1’espressione di BCL6, portando a una maggiore sintesi di BLIMPL, che a sua volta
determina un’espressione ridotta di PAX5 e aumentata di XBP1. E stato dimostrato come la
sopravvivenza delle plasmacellule, soprattutto nel MM, richiede 1’espressione continua di

BLIMP1 e XBP1 e la continua assenza di PAX5 e BCL6. *°

1.3.1. Patogenesi molecolare

Le alterazioni citogenetiche-molecolari che si verificano nel centro germinativo sono
necessarie ma non sufficienti allo sviluppo del MM, esse sono riscontrabili, infatti, anche in
pazienti con MGUS e/o mieloma multiplo smouldering (SMM, ovvero il MM asintomatico).
A sostegno di cio, studi di ibridazione genomica comparativa su microarray hanno evidenziato
come i livelli di eterogeneita intraclonale e complessita genetica aumentino progressivamente
dalla MGUS, allo SMM, al MM fino alla LPC. %



Le anomalie citogenetiche acquisiste durante le reazioni del centro germinativo, presenti
quindi gia allo stadio di MGUS, sono definite primarie e sono mutualmente esclusive fra loro,
permettendo di classificare MGUS e MM in sottotipi distinti. Le alterazioni secondarie si
verificano successivamente e definiscono la progressione a MM.

Anomalie citogenetiche primarie

Le anomalie primarie che guidano lo sviluppo del mieloma sono le traslocazioni, che
comprendono il locus del gene della catena pesante delle immunoglobuline (14932), e
I’iperdiploidia. Tutte queste traslocazioni determinano una iper-espressione degli oncogeni
coinvolti poiché risultano essere sotto il controllo dell’enhancer del gene delle catene pesanti
delle Ig, molto attivo nelle cellule della B linfocitopoiesi.

La traslocazione piu frequente € la t(11;14), presente nel 15-20% dei casi e coinvolgente il
gene che codifica per la ciclina D1, proteina regolatrice del ciclo cellulare che accelera il
passaggio dalla fase G1 alla fase S. Altre anomalie frequentemente riscontrabili, associate
entrambe a una ridotta sopravvivenza, sono la t(4;14), rinvenuta nel 15% dei pazienti, che
determina un’aumentata espressione di MMSET (appartenente al gruppo delle istone
metiltransferasi) e FGFR3 (recettore per il fattore di crescita fibroblastico-3) e la t(14;16), nel
5-10% dei casi, che coinvolge c-MAF (fattore di trascrizione che in ultimo porta a
un’aumentata attivita della ciclina D2). Infine, in circa il 5% dei casi € presente la t(6;14) che
interessa la ciclina D3 e, in un altro 5% dei pazienti, la t(14;20) che coinvolge MAFB.

L’iperdiploidia, che si riscontra nel 40-60% dei pazienti, consiste nella trisomia di alcuni
cromosomi, nel MM tipicamente il 3, i1 5, i1 7,119, I’11, il 15, il 19 e il 21, con un cariotipo
generalmente composto da 47-75 cromosomi e rarissime traslocazioni, la cui implicazione
neoplastica potrebbe essere correlata all’espressione di oncogeni all’interno dei cromosomi
duplicati. Questo cariotipo generalmente si associa a una prognosi piu favorevole, un’eta piu
avanzata alla diagnosi e una maggiore incidenza di malattia ossea. Quando il cariotipo e “non
iperdiploide”, e composto da meno di 46 cromosomi o piu di 75, ed é piu frequentemente
associato a traslocazioni coinvolgenti il locus 14932 e a monosomie o delezioni del
cromosoma 13, 1417:2L

Anomalie citogenetiche secondarie

La progressione a MM é favorita da eventi genetici secondari definiti sub-clonali, in quanto
colpiscono solo una sottopopolazione di cellule tumorali a livello del midollo osseo.

Nel 40% dei MM sono presenti alterazioni a carico del braccio lungo del cromosoma 1, quali
I’acquisizione 1q (2-3 copie dell’1q) e I’amplificazione 1q (4 o piu copie dell’1q), che portano
a un’aumentata espressione di oncogeni quali CKS1B, ANP32E, BCL9 e PDZKI.
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Rappresentano un fattore prognostico indipendente e correlano con una prognosi tanto piu
negativa quante piti sono le copie??%,

Nel 30% dei casi puo essere presente la delezione del braccio corto del cromosoma 1,
correlata a una prognosi sfavorevole. Possono essere coinvolti il gene che codifica per
I’oncosoppressore FAM46C, o il gene per CDKN2 e FAF1, rispettivamente un inibitore della
ciclina chinasi dipendente-4 e una proteina pro-apoptotica®,

In circa il 50% dei pazienti affetti da mieloma é presente la delezione del braccio lungo del
cromosoma 13, del(13q), che causa una ridotta espressione dell’oncosoppressore pRb. E
difficile definire il valore prognostico di questa alterazione in quanto, con elevata frequenza,
si associa ad altre anomalie ad elevato rischio, come la t(4;14) 2%,

Infine, nel 10% dei casi alla diagnosi, ma con una percentuale maggiore nelle successive
fasi di ricaduta, puo essere presente la delezione del braccio corto del cromosoma 17, la quale
determina piu spesso la perdita del locus per p53, il piu importante regolatore della riparazione
del DNA e induttore di apoptosi. Tale alterazione definisce una patologia piu aggressiva, con

pill frequente interessamento extramidollare e una ridotta sopravvivenza 2>2°,

1.3.2. Microambiente midollare

Il microambiente midollare svolge un ruolo chiave nella trasformazione maligna e nella
progressione del MM, é fondamentale, infatti, per la crescita, la proliferazione, I’adesione e la
migrazione delle cellule neoplastiche, alle quali, inoltre, fornisce sostegno strutturale e
nutritizio, essenziali per la loro sopravvivenza 2°.

Funzionalmente risulta essere suddiviso in due compartimenti, quello cellulare, che
comprende cellule ematopoietiche (quali cellule mieloidi, linfociti B e T, natural Killer,
osteoclasti) e non ematopoietiche (rappresentate da cellule stromali, mesenchimali,
fibroblasti, osteoblasti, adipociti, cellule endoteliali e vasi sanguigni), e quello non-cellulare,
che include la matrice extracellulare e diverse citochine, chemochine, fattori di crescita ed
esosomi prodotti dal compartimento cellulare 2’.

L’interazione tra le cellule del MM e il microambiente midollare avviene grazie a molecole
di superficie e puo verificarsi per contatto diretto cellula-cellula, o attraverso la secrezione di
citochine e chemochine, con conseguente attivazione di una complessa rete di vie di
trasduzione del segnale intracellulari 2’

Mediante questa interazione, le plasmacellule mielomatose rendono il microambiente
favorevole alla loro sopravvivenza e proliferazione, stimolano I’angiogenesi e I’attivita degli

osteoclasti e innescano un meccanismo di tolleranza da parte del sistema immunitario
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riducendo cosi la sorveglianza antitumorale che i farmaci quali gli immunomodulanti, gli

anticorpi monoclonali e i CAR-T cercano di ripristinare.

Figura 1: Ruolo del microambiente nella patogenesi del mieloma
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Figura tratta da: Bianchi G, Munshi NC. Pathogenesis beyond the cancer clone(s) in
multiple myeloma. Blood. 2015 May 14;125(20):3049-58

1.4. Storia Naturale
MGUS
I MM puo essere preceduto da una manifestazione preneoplastica chiamata gammopatia
monoclonale di incerto significato (Monoclonal Gammopathy of undetermined significance,
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MGUS), presente in circa il 3% delle persone sopra i 50 anni e fino al 5% sopra i 70 anni®,
Nella MGUS le PC clonali costituiscono meno del 10% delle cellule del midollo osseo, sono
quiescenti e non producono danni d’organo; ¢ infatti una condizione clinicamente silente. E
stato dimostrato che la MGUS pud progredire verso il mieloma con un rischio annuo di circa
1’1% e con una probabilita del 25% in un periodo di 20 anni*®**°. Le MGUS-IgM pi
frequentemente si associano a disordini linfoproliferativi diversi dal mieloma e solo raramente
evolvono in mieloma multiplo pertanto nella seguente trattazione con il termine di MGUS si
fara riferimento alle MGUS non-IgM.

Tra i pazienti con MGUS é presente una certa eterogeneita, per cui sono stati identificati
alcuni fattori di rischio indipendentemente associati alla progressione verso la malattia
conclamata:

e un alterato rapporto delle catene leggere libere sieriche (<0.26 0 >1.65);

e laconcentrazione della componente monoclonale maggiore di 1,5 g/dL;

J I’isotipo della CM (non IgG);

o I’immunoparesi, cioe la riduzione dei livelli di 1 o 2 isotipi di immunoglobuline non
implicate nella proliferazione clonale®.

| pazienti con MGUS possono essere sottoposti a follow-up clinico-laboratoristico ogni 6/12

mesi, senza necessita di intraprendere alcuna terapia.

Mieloma smouldering

Una fase intermedia tra MGUS e MM ¢ rappresentata dal mieloma smouldering,
asintomatico (SMM), che ¢ caratterizzato da una percentuale di PC midollari superiori al
10%, una CM sierica > 30 g/L o urinaria > 500 mg/24h e dall’assenza di sintomi e danni
d’organo. Il rischio di evoluzione a malattia attiva ¢ maggiore rispetto alla MGUS (10%
all’anno nei primi 5 anni dalla diagnosi, 3% all’anno nei successivi 5 anni e 1.5% all’anno
negli anni a seguire), per cui questi pazienti vengono sottoposti ad un follow-up a 3/6 mesi.
Anche in questo caso, ci sono fattori che determinano un’aumentata probabilita di
progressione a MM sintomatico sono:

e  componente M di tipo IgA;

o immunoparesi con riduzione dei livelli dei due isotipi di Ig non coinvolti;

e  sFLC ratio (coinvolta/non coinvolta) > 8 (ma < 100);

o incremento progressivo dei livelli sierici di CM;

° infiltrazione midollare del 50-60%:;
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e anomalie citogenetiche ad alto rischio rilevabili alla Fluorescence In Situ
Hybridization (FISH); in particolare la traslocazione t(4;14), la delezione del braccio corto del
cromosoma 17 [del(17p)] e/o I’amplificazione del braccio lungo del cromosoma 1 [ampl(1q)];

e  presenza di PC circolanti;

e  presenza di pattern diffuso alla risonanza magnetica nucleare (RMN);

o lesioni focali ipercaptanti visibili alla Positron Emission Tomography-Computed
Tomography (PET-CT), senza segni di osteolisi e danno 0sseo®,

In realta, tra i pazienti con SMM, il rischio di progressione € molto variabile, pertanto, sono
stati definiti modelli di stratificazione che permettono di stimare quale sia il rischio di
progressione a MM. Il modello originale proposto dalla Mayo Clinic nel 2008 definiva tre
gruppi di rischio sulla base dei criteri diagnostici del SMM. Negli anni é stato sottoposto a
diverse modifiche fino all’ottenimento della versione piu recente, ultimata dall’International
Myeloma Working Group (IMWG) e definita “2/20/20”, in grado di identificare pazienti con
un rischio di progressione fino a 50% entro 2 anni. | pazienti con SMM ad alto rischio (HR-
SMM), secondo questa classificazione, devono presentare due tra i tre seguenti fattori®3:

- componente monoclonale sierica >2 g/dL;

- infiltrazione midollare >20%;

- sFLC ratio (coinvolta/non coinvolta) > 20;

E stato dimostrato come forme di SMM le cui plasmacellule non esprimono il CD56 tendano
a progredire senza un aumento della CM. ** Al contrario, alcuni pazienti con un SMM a rischio
elevato non sviluppano mai un MM e predire quali siano tra questi non € ancora possibile.
Sulla base di cio, e possibile definire tra i pazienti con SMM almeno due entita biologiche
distinte, I’“MGUS ad alto volume” che ha un decorso sostanzialmente indolente e il “mieloma
pre-sintomatico”, patologia propriamente maligna con rischio imminente di progressione a
forma attiva. Questo sottolinea come, mentre i modelli clinici permettono una buona stima del
rischio per la maggior parte dei pazienti, basare le decisioni soltanto su questi modelli puo
portare al sotto-trattamento o al sovra-trattamento di alcuni pazienti. Pertanto, & fondamentale
evitare I’'uso di terapie inutili e potenzialmente tossiche che possono danneggiare la qualita
della vita e in realta ridurre la sopravvivenza di tali pazienti. Allo stesso tempo, perd, con una
corretta diagnosi e categorizzazione dei rischi, il trattamento precoce dei pazienti con
“mieloma pre-sintomatico” pud portare a un grande beneficio, non solo riducendo la
probabilita di sviluppo dei sintomi, ma anche potenzialmente prolungando la sopravvivenza.
E stato dimostrato come anomalie citogenetiche quali t(4;14), t(14:16), +1q,
del(13g)/monosomia del 13 aumentino il rischio di progressione, come anche le mutazioni e
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traslocazioni coinvolgenti MYC. Tali anomalie sono gia state integrate al “2/20/20” in un
unico modello di rischio che permette di stratificare in maniera piu sensibile i pazienti con
SMM, definendo 4 classi di rischio: basso (assenza di tutte le variabili), intermedio-basso (1
sola variabile), intermedio (2 variabili) e alto (3 o 4 variabili). Tuttavia, & ancora dibattuto
quale sia I’approccio terapeutico migliore a questi pazienti, che ad ora resta ancora quello del
“wait and watch” con un follow up clinico e laboratoristico eseguito a una cadenza
determinata dal rischio di progressione della malattia: ogni 6 mesi nei soggetti a rischio

intermedio, ogni 2-3 mesi in quelli ad alto. %

Mieloma Multiplo attivo

Infine, la diagnosi di MM attivo sintomatico si basa sui criteri diagnostici, rivisti
dal’IMWG (International Myeloma Working Group) nel 201428, riassunti nella tabella 1.

Tabella 1: Criteri IMWG (2014)
MIELOMA MULTIPLO

1| Plasmacellule midollari > 10% e/o presenza di plasmocitoma confermato

istologicamente

2 | Presenza di uno o piu dei seguenti Myeloma Defining Events (MDE):

* Evidenza di disfunzione d’organo correlata al MM (criteri CRAB):

- [C] calcio: calcemia > 11 mg/dl o superiore ai valori normali

- [R] rene: clearance creatinina < 40 ml/min o creatinina sierica > 2 mg/dl”

- [A] anemia (Hb < 10 g/dl 0 2 g < normale)

- [B] bone: 1 o piu lesioni osteolitiche identificate ad Rx scheletro, TC o PET/TC
* Uno o piu dei seguenti biomarcatori di malignita:

- Plasmacellule midollari > 60%

- sSFLC ratio (involved/uninvolved) > 100

- > 1 lesione focale alla Risonanza Magnetica (diametro almeno 5 mm)

“La clearance della creatinina e calcolata secondo le formule modification of diet in renal disease [MDRD] or chronic

kidney disease epidemiology collaboration [CKD-EPI].

Plasmocitoma solitario

Il plasmocitoma solitario (PS) & una neoplasia plasmacellulare che si presenta con una
singola lesione ossea (PS 0sseo), 0 piu raramente una lesione che si riscontra nel contesto di

altri tessuti molli (PS extraosseo), in assenza di altre lesioni o segni attribuibili a MM. Per
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porre diagnosi di PS, deve esserci evidenza radiologica di una lesione osteolitica ossea isolata
o osservazione all’imaging di una massa viscerale, assenza di segni di coinvolgimento
sistemico quali anemia, ipercalcemia e danno renale, infiltrato plasmacellulare midollare
inferiore al 10% e presenza di plasmacellule clonali nel tessuto osseo o molle, opportunamente
prelevato mediante biopsia chirurgica della lesione solitaria®®'.

Il trattamento del PS prevede intervento chirurgico (ove indicato) e trattamento radioterapico
localizzato, indipendentemente dal fatto che si tratti di PS osseo od extraosseo®. La
progressione a mieloma multiplo ¢ piu frequente nei pazienti con plasmocitoma osseo solitario
mentre i plasmocitomi extra ossei danno disseminazione solo in una bassa percentuale di

pazienti, ed hanno dunque una prognosi migliore.

L eucemia plasmacellulare (LPC) 3940

Nelle fasi avanzate il MM puo progredire verso una forma di leucemia plasmacellulare
(PCL), con fuoriuscita delle PC dal midollo al sangue periferico, anche se talvolta essa puo
manifestarsi come entita primaria senza un precedente riscontro di MM. Si tratta di una
patologia rara ma molto aggressiva appartenente sia al gruppo delle discrasie plasmacellulari
sia a quello delle leucemie e, tra le gammopatie monoclonali, € la forma piu aggressiva.
Storicamente la LPC primaria € sempre stata la forma piu comune, tuttavia, grazie al
miglioramento delle tecniche diagnostiche e delle terapie che hanno aumentato la
sopravvivenza dei pazienti con MM, i casi di LPC secondaria sono aumentati e il rapporto si
sta invertendo. L’incidenza varia dal 2 al 4% dei pazienti con mieloma con un’eta media di
insorgenza di 61 anni. E piu frequente negli afroamericani rispetto ai caucasici.

La definizione diagnostica di LPC si basa sui criteri di Kyle pubblicati nel 1974: presenza
di almeno il 20% di plasmacellule circolanti e un numero totale di plasmacellule nel sangue
periferico >2x10°/L*. Questa definizione, ormai utilizzata da lungo tempo, & ancora oggetto
di discussione e dati recenti hanno dimostrato che la presenza di piu del 5% di plasmacellule
circolanti in pazienti con mieloma alla diagnosi é associata a un impatto prognostico negativo
paragonabile alla LPC, indicando che probabilmente in futuro il cut-off per la diagnosi andra
ridefinito*243,

Clinicamente la LPC si puo manifestare con sintomi dovuti ad anemia severa, ipercalcemia
o diatesi emorragica a causa di trombocitopenia, organomegalia con coinvolgimento di fegato,
milza, linfonodi, versamento pleurico, deficit neurologici dovuti al coinvolgimento del
sistema nervoso centrale, pallore, petecchie e plasmocitomi extramidollari palpabili dei tessuti

molli. Al contrario, la presenza di lesioni ossee litiche é inferiore a quella osservata nel MM.
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Da un punto di vista citogenetico, il cariotipo € spesso complesso e dimostra ipodiploidia,
le alterazioni piu frequentemente riscontrabili con I'analisi FISH sono la t(11;14) e anomalie
dei cromosomi 1 e 17, in particolare 1q+ e del(17p).

Il trattamento della LPC é simile a quello del MM sia in termini di associazioni tra farmaci
che di schemi terapeutici, tuttavia, i risultati ottenuti sono inferiori e I’incidenza di eventi

avversi/mortalita precoci e complicanze & maggiore.

1.5. Sintomi e segni clinici

Nel MM sintomatico, le manifestazioni cliniche principali sono determinate da diversi
fattori, tra cui I’incontrollata proliferazione midollare delle plasmacellule neoplastiche,
I’aumentata produzione di immunoglobuline monoclonali e le loro peculiari caratteristiche

chimico-fisiche e la produzione autocrina e paracrina di citochine?.

. Lesioni osteolitiche: le lesioni ossee sono presenti in circa il 70% dei casi alla
diagnosi, sono tipicamente osteolitiche, e non mostrano segni di neoapposizione 0ssea,
caratteristica utile a distinguerle da altre lesioni scheletriche maligne. Possono colpire tutto lo
scheletro, prevalentemente le aree fisiologicamente ricche di midollo emopoietico: vertebre,
coste, bacino, cranio. Determinano dolore e fratture patologiche, che rappresentano la
principale causa di morbilita per il paziente.

Nei criteri IMWG aggiornati?® & specificato che per soddisfare il criterio diagnostico di
“bone lesions” si deve trattare di lesioni osteolitiche (>5 mm di diametro) visibili in TC o
PET-TC; la radiografia tradizionale dello scheletro non e piu considerata una metodica
adeguata a causa della sua scarsa sensibilita). Per quanto riguarda la PET-TC, non é sufficiente
la sola incrementata captazione del FDG per la diagnosi di lesione da mieloma, ma e
necessaria la presenza di una sottostante lesione osteolitica in TC, dal momento che
un’aumentata captazione puo essere dovuta anche a sottostanti fenomeni degenerativi-
infiammatori. La presenza di osteoporosi o di cuneizzazioni/crolli vertebrali, per altro
frequenti nei pazienti anziani, non € per sé un criterio di lesione ossea e non soddisfa i criteri
CRAB*,

La presa in carico del paziente con patologia scheletrica da mieloma si basa su una stretta
collaborazione con gli ortopedici, sull’uso di ortesi (busto in caso di crolli/cuneizzazioni
vertebrali, collare in caso di lesioni cervicali) e di interventi chirurgici di stabilizzazione

preventivi per ridurre il rischio di frattura. In alcuni casi €/o in sedi in cui la chirurgia sia
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particolarmente difficile o in pazienti anziani fragili, la radioterapia puo essere un ulteriore
strumento per ridurre il dolore e il rischio di frattura associato alle lesioni scheletriche

In alcuni casi la massa neoplastica si estende oltre i confini della corticale ossea (malattia
paramidollare, PMD) e pud comprimere le radici nervose o piu raramente il midollo spinale,
causando  sintomi  neurologici che richiedono un intervento  immediato
chirurgico/radioterapico di decompressione.

Infine, per favorire la ricalcificazione, almeno parziale, delle lesioni osteolitiche, in tutti i
pazienti vengono somministrati i bifosfonati (in particolare, acido zoledronico), in assenza di

controindicazioni.

. Ipercalcemia: ¢ dovuta all’aumentato riassorbimento della matrice minerale dell’osso
e si associa alla presenza di lesioni scheletriche, piu spesso estese. L’ipercalcemia puo a sua
volta peggiorare I’insufficienza renale e richiede un trattamento immediato con idratazione e
bifosfonati ev. Si distingue dall’ipercalcemia da iperparatiroidismo perché 1 livelli di

paratormone sono soppressi.

. Anemia: ¢ secondaria all’infiltrazione midollare da parte delle plasmacellule e quasi
sempre si associa ad un infiltrato midollare cospicuo. E normo/macrocitica, normocromica“®.
In un paziente con MGUS ed anemia e sempre indicato un work up diagnostico basale per
verificare con non si tratti di anemia multifattoriale o da carenza di ferro o vitamine emoattive
(B12, folati), soprattutto se in assenza di un infiltrato midollare significativo e se questo

rappresenta I’unico criterio di sintomaticita.

. Insufficienza renale (IR): e presente alla diagnosi nel 20-30% dei pazienti, talvolta
con necessita di un trattamento dialitico sostitutivo. L’IR ¢ una grave complicanza del MM,
con un impatto prognostico negativo, in quanto riflette solitamente un’alta taglia di
malattia*’#® . La patogenesi del danno renale da MM & complessa e multifattoriale, legata
all’eccesso di catene leggere monoclonali che possono danneggiare vari segmenti del nefrone
attraverso meccanismi quali precipitazione intratubulare, danno diretto (o mediato da enzimi
lisosomiali) sull’epitelio tubulare, deposizione lungo la membrana basale dei tubuli e dei
glomeruli, dando origine a quadri clinici ed istopatologici differenti. Tra i fattori che
concorrono a precipitare I’insorgenza del danno renale vi possono inoltre essere
I’ipercalcemia, 1’assunzione di farmaci nefrotossici e le infezioni delle vie urinarie. L’IMWG

specifica che solo I’insufficienza renale da light-chain cast nephropathy (identificata sulla
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base dei tipici reperti istologici se si effettua la biopsia renale o diagnosticata in maniera
presuntiva se il livello di catene leggere coinvolto e alto, tipicamente>1500 mg/L), in cui il
danno renale ¢ prevalentemente tubulare, dovuto all’accumulo e alla precipitazione
endoluminale delle catene leggere in eccesso, con conseguente ostruzione, inflammazione e
fibrosi tubulo-interstiziale**°, & un myeloma-defining event?®,

Altre forme di danno renale associate alla presenza di un sottostante clone plasmacellulare
(la Sindrome di Fanconi, I’amiloidosi AL, la malattia da deposito di catene leggere, la malattia
da deposito di catene pesanti), oggi sono classificate nell’ampio capitolo delle MGRS
(gammopathies of renal significance) e non sono considerate myeloma-defining, ma possono
coesistere nell’ambito di un mieloma diagnosticato in base ad altri criteri di sintomaticita.

Ovviamente € necessario escludere altre cause di danno renale acuto e/o cronico quali
ipertensione, diabete, sindrome metabolica, tossicita da farmaci, disidratazione (favorita
dall’ipercalcemia), soprattutto in presenza di un basso livello di catene leggere libere. Nei casi

dubbi e raccomandata la biopsia renale per una diagnosi corretta.

. Altre manifestazioni cliniche: tipicamente i pazienti possono presentare
un’aumentata suscettibilita alle infezioni a causa dello stato di immunoparesi presente al
basale e della neutropenia, ipogammaglobulinemia e linfopenia indotte dalle terapie. Le
infezioni rappresentano la principale causa di morte nel paziente con MM, difatti e
raccomandata una profilassi antibiotica durante tutte le fasi di trattamento, pit 0 meno
intensiva a seconda del regime terapeutico e dello status di malattia. Sono inoltre
raccomandate le principali vaccinazioni (eccetto quelle costituite da virus vivi attenuati) e, nei
pazienti con infezioni ricorrenti, la terapia di supporto con immunoglobuline sostitutive®?.

Circa 1’1-2% dei pazienti presenta malattia extramidollare (EMD) al momento della
diagnosi mentre circa il 5-10% la sviluppa successivamente nel corso della malattia®?. La

presenza di EMD e un fattore prognostico estremamente sfavorevole.
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2. METODOLOGIE DIAGNOSTICHE

2.1. Indagini di laboratorio

Di fronte a un paziente in cui si sospetta un MM e necessario effettuare sia esami generali,
per valutarne lo stato di salute, sia esami piu specifici volti a individuare e caratterizzare la
CM.

Gli esami generali comprendono ’esecuzione di un emocromo completo, che in caso di
insufficienza midollare mostrera la presenza di anemia normocitica e normocromica e/o
piastrinopenia e/o neutropenia, la valutazione della creatinina e della velocita di filtrazione
glomerulare, che in caso di coinvolgimento renale risulteranno alterati, della funzionalita
epatica, degli indici di flogosi, della glicemia ed eventuali altri esami per indagare sintomi o
segni concomitanti.

Per quanto riguarda gli esami per lo studio della CM, secondo le linee guida pubblicate nel
2017 dall’Associazione Italiana di Oncologia Medica (AIOM), devono essere eseguiti
I’elettroforesi e I’'immunofissazione sieriche delle proteine, la proteinuria delle 24 ore con
elettroforesi ed immunofissazione e il dosaggio delle catene leggere libere sieriche.

La CM pu0 essere quantificata tramite 1’clettroforesi sierica e caratterizzata mediante
I’immunofissazione sierica. La proteinuria delle 24 ore, invece, consente sia di valutare la
funzionalita renale, sia di individuare I’eventuale presenza di catene leggere libere urinarie
mediante elettroforesi ed immunofissazione urinaria 73, Infine, il dosaggio delle FLC ¢ utile
in quanto permette non solo di determinare il valore assoluto delle catene k e A, ma anche di
definire il rapporto x/A. Quest’ultimo ¢ fondamentale per capire se, di fronte a elevati valori
assoluti di x 0 A, si tratti effettivamente di una gammopatia monoclonale, poiché in questi casi
risulta alterato (<0,26 per eccessiva produzione di A 0 >1,65 per eccessiva produzione di «).
Se invece I’eziologia é legata a una ridotta funzionalita renale o a ipergammaglobulinemia
policlonale, con superamento della capacita renale di eliminare le FLC (in condizioni normali
il rene ¢ in grado di metabolizzare 10-30g di FLC a fronte di una produzione plasmacellulare
di 0,5-1g/die), il rapporto /A tendenzialmente risulta normale >4,

Nella maggior parte dei casi la CM é costituita da immunoglobuline intere, piu
frequentemente di isotipo 1gG e a seguire di isotipo IgA, e piu raramente IgM o IgD e il
tracciato elettroforetico avra un tipico aspetto definito a “guglia di duomo”. Come gia detto
precedentemente, nel 15% dei pazienti la CM & formata da sole catene leggere, evidenziabili
come catene leggere libere sieriche e nelle urine come proteinuria monoclonale (o di Bence

Jones). In questi casi I’elettroforesi sierica mostra spesso un’ipogammaglobulinemia. Infine,
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esiste un 3% di casi in cui il MM non secerne, quindi la componente monoclonale & assente e
tutti gli esami utili allo studio della CM risulteranno negativi.

A completamento di questi esami € necessaria con la quantificazione di 1gG, IgA e IgM
totali.1”53

Dopo aver individuato e caratterizzato la CM e necessario confermare la plasmacitosi e la
monoclonalita tramite un aspirato midollare o una biopsia osteo-midollare. Tipicamente il
grado di infiltrazione di plasmacellule neoplastiche € >10% e pu0 arrivare alla completa
sostituzione dell’emopoiesi. In caso vengano effettuati sia 1’aspirato che la biopsia e la
percentuale di plasmacellule non coincida deve essere considerato il valore piu alto. Le
plasmacellule neoplastiche possono essere indistinguibili morfologicamente dalle normali
plasmacellule o, piu spesso, presentare numerose atipie citologiche, fino all’acquisizione di
caratteri francamente anaplastici. 11 campione midollare viene utilizzato per effettuare I’analisi
FISH che permette il riconoscimento di specifiche alterazioni citogenetiche utili per la
caratterizzazione prognostica. Mediante tecnica FISH é possibile studiare cellule in interfase
e dimostrare alterazioni clonali nell’80-90% dei casi. A differenza della FISH, ’esame del
cariotipo convenzionale mostra anomalie clonali nel 30-50% dei pazienti alla diagnosi; le
plasmacellule neoplastiche hanno un basso indice proliferativo e quest’esame ¢ in grado di
analizzare solamente le cellule in metafase, sottostimando la reale incidenza delle alterazioni
genetiche 17°°, Sul campione midollare, inoltre, & possibile eseguire metodiche di biologia

molecolare per identificare il clonotipo caratteristico del singolo paziente.

2.2. Metodiche di analisi molecolare

Le tecnologie Next Generation Sequencing (NGS) sono metodiche di sequenziamento
massivo parallelo, ovvero in grado di amplificare numerosi frammenti, anche di regioni
genomiche diverse, contemporaneamente e con cicli ripetuti di estensione, garantendo
I'ottenimento di una mole di dati in output pari a Mb o Gb per singola corsa. Le tre principali
piattaforme di sequenziamento di “seconda generazione” sono Roche/454, Illumina/Solexa,
Solid/AppliedBiosystems; tutte le tre piattaforme non richiedono I'elettroforesi su gel o
I'elettroforesi capillare poiché la lettura della sequenza viene fatta passo per passo durante la
stessa reazione.

La piattaforma Roche/454 consiste di una tecnologia di sequenziamento che si basa sul
pirosequenziamento, ovvero sul dosaggio del pirofosfato inorganico (Ppi) che viene liberato
come prodotto di “scarto” in seguito all'attacco di un ANTP (deossinucleoside trifosfato) al

filamento polimerizzato; il Ppi viene trasformato in un segnale luminoso rilevato da una
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fotocamera fotosensibile®. La piattaforma Roche/454 viene utilizzata principalmente nei casi
in cui sia necessaria la lettura di sequenze molto lunghe in quanto permette la lettura multipla
e parallela di milioni di singoli filamenti di dimensioni molto maggiori rispetto i 100-200
nucleotidi con una singola corsa. Tale piattaforma presenta pero un elevato tasso di errore
(1,07%) nella lettura di sequenze contenenti omopolimeri, e un costo per nucleotide
sequenziato piu elevato rispetto a quello garantito da altre piattaforme®’.

La seconda piattaforma di tecnologie di “seconda generazione” commercializzata ¢
[llumina/Solexa che opera previa frammentazione del DNA da sequenziare. Tale tecnologia
utilizza l'azione della DNA polimerasi unita a quella di ancoraggio dei frammenti di Dna al
supporto denominato “flow cell”, costituito da adattatori legati alle loro estremita che fanno si
che i primer della reazione possano legarsi piu saldamente. L'amplificazione avviene
attraverso una bridge-PCR che porta alla formazione di un cluster di filamenti clonali di DNA,
indispensabili per garantire un segnale sufficientemente elevato da poter essere rilevato da
una fotocamera digitale. Illumina/Solexa si serve di una “sintesi sequenziale”, dove 1 quattro
nucleotidi sono aggiunti contemporaneamente sulla flow cell insieme alla polimerasi®®>°.
Questa tecnologia, inoltre, utilizza terminatori reversibili associati a coloranti scindibili che
pOossoNo essere riattivati, in modo da poter monitorare la reale aggiunta di tutti i nucleotidi su
ogni frammento da sequenziare®®. 1l sequenziamento realizzato tramite la piattaforma
Illumina/Solexa, consente la produzione di dati fino a 600 Gb per corsa, ottenibili in dieci
giorni, e un costo inferiore rispetto alle altre piattaforme presenti sul mercato®’.

La piu recente piattaforma sviluppata ¢ la Solid/Applied Biosystem che si distingue dalle
altre in quanto sfrutta lI'azione della DNA ligasi senza necessitare di una polimerasi per la fase
di amplificazione. Successivamente alla PCR in emulsione, il frammento di DNA amplificato,
che viene portato da delle biglie, viene messo in contatto con la ligasi che lega al frammento
da sequenziare una sonda lunga 8 paia di basi che contiene un sito di legame per I'enzima, un
sito di taglio e quattro diversi fluorocromi legati all'ultima base. Il segnale emesso ¢ prodotto
durante il legame della sonda al filamento stampo. La piattaforma prevede infine un sistema
che consenta di leggere due volte lo stesso nucleotide al fine di limitare gli errori®’.

Ad oggi, le piattaforme Roche 454 e Solid/Applied Biosystem sono state praticamente
abbandonate a favore dell’utilizzo su scala globale della tecnologia Illumina, nonché delle piu
recenti metodiche di sequenziamento basate sull’utilizzo di nanopori, caratterizzate da
un’elevata processivita senza 1’utilizzo di passaggi di amplificazione.

L'introduzione del sequenziamento di nuova generazione ha permesso l'identificazione di

varianti a singolo nucleotide e cambiamenti strutturali piu ampi, tra cui traslocazioni e
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anomalie del numero di copie, in modo piu rapido e piu economico. Alcune di queste nuove
tecnologie sono ora certificate e disponibili per uso diagnostico mentre tecniche aggiuntive,
come la metilazione del DNA, rimangono limitate ai laboratori di ricerca. | numerosi studi
condotti negli ultimi anni e il deposito di dati di NGS in banche dati mondiali stanno portando
ad un rinnovamento e ad una ridefinizione dei fattori di rischio prognostici associati alla
malattia. Infatti, ad oggi nel panorama di alterazioni genomiche cruciali per la patologia
rientrano anche: le mutazioni identificate mediante studi Whole Genome Sequencing, Whole
Exome Sequencing o Targeted sequencing, come per esempio le mutazioni dei geni KRAS,
NRAS che caratterizzano insieme circa il 50% dei pazienti con MM; nuove traslocazioni
identificate mediante 1’impiego di RNA-Seq, come per esempio le traslocazioni sul gene
MYC; copy number variations (CNAs) analizzate globalmente sul genoma, come per esempio
la delezione a livello del braccio lungo del cromosoma 16 coinvolta in meccanismi di

instabilita genomica.

2.3. Indagini strumentali

Gli obiettivi dell’imaging sono molteplici ma primo fra tutti ¢ 1’identificazione di lesioni
litiche, le quali rientrano tra i principali biomarcatori di malignita che definiscono la necessita
di trattamento immediato, essendo una causa maggiore di morbilita e mortalita %1, Inoltre,
le indagini strumentali sono utili alla rilevazione di potenziali aree di fragilita che potrebbero
andare incontro a frattura. Al contempo, permettono di evidenziare un’eventuale
localizzazione extramidollare di malattia, fare diagnosi differenziale tra plasmocitoma
solitario dell’osso e MM e predire il rischio di una progressione precoce da MMS a MM attivo.
Infine, I’imaging consente anche di fare diagnosi di ricaduta e di valutare la risposta alla
malattia, soprattutto nelle forme di MM non secernente e con un sFLCR normale .

Storicamente, la principale tecnica di diagnostica strumentale utilizzata era la radiografia
convenzionale (whole-body X-ray, WBXR). Tale metodica, tuttavia, presentava una scarsa
sensibilita, permettendo di rilevare unicamente lesioni osteolitiche con interessamento di piu
del 30% dell’osso trabecolare e non consentiva di differenziare fratture vertebrali conseguenti
a mieloma da quelle dovute a osteoporosi non maligna, ritardando talvolta la diagnosi e
I’inizio del trattamento. Inoltre, aree anatomiche come pelvi e colonna vertebrale non erano
facilmente accessibili e la valutazione della risposta alla terapia non era soddisfacente. ©2

A causa di questi importanti limiti € stata ampiamente superata da whole-body low dose CT
(WBLDCT), whole-body MRI (WBRM) e PET/TC, che secondo le principali linee guida sono

le tecniche di imaging indicate per lo studio di un paziente con sospetto MM °36364,
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La WBLDCT e una tecnica dotata di una maggiore sensibilita nel rilevare le lesioni
osteolitiche, che infatti possono gia essere individuate quando hanno interessato meno del 5%
dell’osso trabecolare. Permette di studiare in maniera pit accurata la colonna vertebrale e la
pelvi, stimare il rischio di frattura vertebrale, programmare radioterapia o interventi chirurgici
e guidare biopsie. Tutto cio con una quantitd di radiazioni paragonabili a quelle della
radiografia standard (3,2-4,8 mS), senza necessita di utilizzo del mezzo di contrasto e in tempi
molto brevi (40-60s) 52°,

La WBMRI ha una minore sensibilita rispetto alla WBLDCT nell’identificare le lesioni
osteolitiche, ma ha la maggiore sensibilita nell’evidenziare I’infiltrazione del midollo osseo
(con tipico pattern focale o diffuso), visualizzabile ancora prima che si siano formate lesioni
scheletriche 2¢,

La MRI trova le principali indicazioni nello studio di lesioni dolorose, soprattutto localizzate
alla colonna vertebrale o al bacino, I’identificazione di eventuali aree di compressione del
midollo spinale o la diagnosi differenziale tra una frattura spontanea su base neoplastica e una
secondaria su base osteoporotica benigna. Rispetto alla WBLDCT, i tempi di acquisizione
dell’immagine sono maggiori, non puo essere utilizzata in presenza di dispositivi metallici
impiantati e I"'uso puo essere limitato in chi soffre di claustrofobia.

Il funzionamento della WBMRI si basa sull’esaminazione della composizione di acqua e
grassi dei tessuti: I’infiltrazione plasmacellulare neoplastica determina un aumento della
cellularita diminuendo la componente lipidica midollare, con un conseguente segnale
ipointenso nelle sequenze pesate in T1 e iperintenso in quelle pesate in T2. Affinché siano
evidenziabili & necessario, pero, che abbiano uno spessore di almeno 5 mm. Possono essere
distinti cinque pattern di infiltrazione del midollo osseo alla RM: normale, focale, diffuso,
combinato focale e diffuso, e variegato o "sale e pepe.” Un basso grado di infiltrazione
tumorale é di solito associato ad un pattern normale o variegato, mentre un alto grado di
infiltrazione é di solito sospettato quando c'é coinvolgimento focale o diffuso.

L’acquisizione delle immagini puo non richiedere 1’utilizzo del mezzo di contrasto, in
quanto la risoluzione dell’osso alla RM ¢ alta. Se necessario pero, come nei casi dubbi di
estensione extramidollare della malattia con compressione midollare o fratture patologiche,
viene utilizzato il gadolinio .

Un recente studio ha evidenziato come 1’acquisizione di immagini pesate in diffusione
(DWI) abbia la sensibilita maggiore nel rilevare sia lesioni focali (FLs) che diffuse di
infiltrazione midollare ®’. La DWI-MRI misura il movimento delle molecole d’acqua nei

tessuti: tanto maggiore € la cellularita, tanto minore é il grado di liberta delle molecole di
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acqua e il segnale é pertanto ridotto. La restrizione nella diffusione delle molecole di acqua e
misurata mediante il coefficiente apparente di diffusione (ADC) e tramite la DWI-MRI e
possibile calcolarlo in maniera automatica e creare una mappa quantitativa di ADC del MM
68_

La PET/CT combina la capacita della PET di individuare in differenti zone del midollo
0sseo aree ad aumentata attivita metabolica, utilizzando solitamente il fluorodesossiglucosio
(*®FDG) come radiotracciante, permettendo di distinguere le cellule neoplastiche (a maggiore
captazione del radiofarmaco) dalle cellule benigne, e la capacita della CT di localizzarle
anatomicamente.®® La sensibilita e la specificita nel rilevare lesione ossee intramidollari vanno
dall’80 al 100% %3 ed ¢ la tecnica piu efficacie nell’identificare eventuali sedi extramidollari
di malattia.”* Tuttavia, & da sottolineare che in un gruppo ristretto di pazienti con bassa
espressione dell’esochinasi 2 (enzima implicato nel metabolismo del glucosio e quindi del suo
analogo modificato ®FDG) sono possibili falsi negativi ', per questo sono stati sviluppati
nuovi traccianti PET, tra cui il principale & il ®®Ga-CXCR4 . Numerosi studi hanno messo in
luce come la presenza di malattia extramidollare, cosi come il numero di lesioni focali e la
loro avidita nel captare il mezzo di contrasto (quantificato come SUV, standardized uptake
value) prima del trattamento siano importanti fattori prognostici. Infatti, la presenza di piu di
tre lesioni captanti rappresenta un fattore di rischio indipendente che correla con ridotte PFS
e OS L7778 1’IMWG ha pubblicato un consensus statement al fine di interpretare
correttamente la PET/CT; In particolare, sono considerate FLs le lesioni che hanno una
captazione del FDG maggiore rispetto a quella del midollo osseo e del fegato e con un
diametro di almeno 5mm ®°. Oltre al suo ruolo primario nell’evidenziare lesioni intra ed extra
midollari, e anche il gold standard per valutare e monitorare l'effetto della terapia (aspetto che
verra approfondito nel paragrafo dedicato alla malattia minima residua), in quanto in grado di
distinguere lesioni attive da lesioni inattive %37, La PET/TC & quindi considerata la tecnica
imaging di prima scelta per la valutazione ed il monitoraggio della risposta metabolica e
dovrebbe essere eseguita in tutti i pazienti che hanno raggiunto MRD negativita dopo la
terapia 529,

In considerazione del fatto che tutte queste tecniche di imaging hanno vantaggi e svantaggi
differenti, nella pratica clinica la scelta di quale metodica utilizzare e spesso influenzata dalla
loro disponibilita, dall’esperienza dei singoli centri e dalle linee guida nazionali circa la
rimborsabilitd. Alcune delle principali linee guida, in particolare I’European Myeloma
Network (EMN)® e 1’European Society for Medical Oncology (ESMO)*> , suggeriscono

I'utilizzo della WBLDCT come tecnica di prima scelta per I’individuazione iniziale delle
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lesioni litiche. Se la CT non ha evidenziato lesioni ossee dovrebbe essere eseguita una MRI
per valutare la presenza di almeno una lesione focale (elemento che imporrebbe I’inizio della
terapia)®®. La PET/CT é raccomandata in caso di elevato sospetto di malattia extramidollare e
nei pazienti con MM iposecernente con un normale sFLC ratio. L’imaging ha un ruolo centrale
anche nei pazienti con MMS, secondo le linee guida IMWG, infatti, dovrebbe essere eseguita
una WBLDCT in tutti questi pazienti: la rilevazione di una eventuale lesione litica, anche
asintomatica, sposta la diagnosi verso un MM attivo, con necessitd di trattamento

immediato®?.

3. STADIAZIONE E FATTORI PROGNOSTICI

Il decorso clinico nei pazienti con MM pu0 essere estremamente eterogeneo, con una
sopravvivenza ampiamente variabile, da meno di sei mesi dalla diagnosi, nelle forme piu
severe, a piu di dieci anni; per questo motivo, si € reso necessario individuare specifici
parametri che permettano di distinguere una malattia aggressiva ad alto rischio da una
relativamente indolente e definire modelli prognostici in grado di predire la sopravvivenza e
stimare la risposta alle terapie®.

La prognosi dei pazienti con mieloma multiplo ¢ il risultato dell’interazione di fattori
paziente-specifici quali eta, performance status e comorbidita, e le caratteristiche della

malattia quali lo stadio, I’aggressivita e la risposta alle terapie.

3.1. Sistemi di stadiazione

Il primo sistema, introdotto nel 1975, e la stadiazione secondo Durie e Salmon, che si basa
sulla misurazione della componente monoclonale, il livello di emoglobina, calcemia e
I’estensione delle lesioni scheletriche. Sulla base di questi parametri, & possibile suddividere
i pazienti in tre categorie in grado di rispecchiare una bassa, intermedia o alta massa tumorale
(rispettivamente stadio I, 11 e 11I); in base alla presenza o meno di insufficienza renale, tali
categorie vengono ulteriormente suddivise in sottogruppi A e B#. Tale sistema attualmente
non viene pero piu usato.

Il principale sistema di stadiazione utilizzato per determinare la prognosi dei pazienti con
MM alla diagnosi e I’International Staging System (ISS), introdotto nel 2005. Si tratta di un
algoritmo di stratificazione del rischio che permette di definire tre stadi sulla base dei livelli
di B2 microglobulina e albumina, che si sono rivelati essere i fattori con maggiore impatto
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prognostico, facilmente ottenibili e a basso costo. I livelli di B2 microglobulina oltre a riflettere
la massa tumorale e la funzione renale, possono essere legati anche ad altri fattori non ancora
del tutto noti, tra cui probabilmente la funzione immunitaria. Il calo dell’albumina, invece,
puo riflettere gli effetti sul fegato da parte dell’IL6 prodotta dal microambiente delle
plasmacellule neoplastiche.

Pit nello specifico, i tre stadi sono:

o Stadio I: B2 microglobulina sierica <3,5mg/dL e albumina sierica >3,5g/dL

. Stadio II: non stadio I o III. Comprende due possibilita, f2 microglobulina sierica
<3,5mg/L ma albumina sierica <3,5¢/dL; 0 B2 microglobulina compresa tra 3,5 e 5,5mg/L,
indipendentemente dai livelli di albumina

. Stadio I1I: B2 microglobulina sierica >5,5mg/L

Questa stadiazione ha mostrato di stratificare in modo particolarmente efficace i pazienti.
Lo stadio ISS e risultato essere pari a | nel 28%, 11 nel 33% e 111 nel 39% dei casi e la mediana
di sopravvivenza ¢ risultata pari a 62 mesi, 44 mesi e 29 mesi, rispettivamente &,

Piu recentemente all’ISS sono stati integrati ulteriori fattori prognostici, ovvero anomalie
cromosomiche identificate tramite FISH e la concentrazione sierica dell’enzima lattato
deidrogenasi (LDH), che hanno permesso la creazione di un sistema di stadiazione piu
accurato e sensibile nel definire il rischio dei pazienti con MM. E nato cosi nel 2015 il Revised
ISS (R-1SS), ad oggi accettato come modello prognostico standard per i pazienti con MM.

Le anomalie cromosomiche ad alto rischio considerate nell’R-ISS sono la del(17p), la
t(4;14) e la t(14;16), in quanto sono le piu frequenti. Quando possibile, pero, andrebbero
ricercate anche la t(11;14), la t(14;20), il gain dell’1q, la delezione dell’1p e la delezione del
13q, in quanto, seppure meno frequenti, sono anch’esse associate a un rischio elevato. Inoltre,
la combinazione di due alterazioni citogenetiche ad alto rischio e/o la presenza della del(17p)
¢ mutazione di TP53 e/o ’associazione delle precedenti, definiscono il cosiddetto mieloma
double hit, correlato a una prognosi particolarmente sfavorevole, con sopravvivenza libera da
malattia (PFS) a 18 mesi del 35% e sopravvivenza complessiva (OS) a 18 mesi del 37%.

Elevati valori di LDH, invece, riflettono una maggiore aggressivita tumorale e suggeriscono
un alto grado proliferativo e/o la presenza di un elevato burden tumorale, in particolare di

malattia extramidollare ed extraossea.
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Tabella 2: Stadiazione R-ISS

Fattori prognostici Criteri
I B2m < 3.5 mg/l e albumina sierica > 3.5 g/dl
Stadio ISS I Non soddisfatti i criteri per 1 o 11l
Il B2m > 5.5 mg/l
Alterazioni High-risk Presenza di del(17p) e/o t(4;14) e/o t(14;16)
citogenetiche (CA) | Standard-risk Non anomalie citogenetiche ad alto rischio
in FISH
LDH Normale Livelli < limite normale di riferimento
Alto Livelli > limite normale di riferimento

Stratificazione del rischio secondo il modello R-1SS

I ISS |, Standard-risk CA, normali livelli di
Stadio R-1SS LDH

I Non soddisfatti i criteri per 1 o 111

Il ISS 3 e High-risk CA o alti livelli di LDH

L’OS a 5 anni e la PFS a 5 anni sono rispettivamente dell’82% e del 55% nei pazienti R-1SS
I, del 62% e del 36% nei pazienti R-1SS 11 e del 40% e del 24% nei pazienti R-ISS 111.

Tuttavia, nella pratica clinica il MM rivela la sua eterogeneita e anche questa classificazione
non tiene in considerazione tutti i parametri che possono essere considerati nella definizione
della prognosi e nella pianificazione di uno schema terapeutico personalizzato per ogni
tipologia di paziente.

L’importanza della sFLC ratio nel predire la prognosi dei pazienti e stata messa in luce
recentemente, tanto da essere stata inserita sia tra i criteri diagnostici di MM attivo sia tra i
criteri di risposta stringente alla terapia nei casi in cui il rapporto sia fortemente alterato al
baseline (> 100)%%.

Anche la presenza di plasmacellule circolanti nel sangue periferico (leucemia
plasmacellulare) e la localizzazione extra-midollare di malattia sono caratteristiche rilevanti
che identificano un MM ad alto rischio, entrambe indicative di una malattia aggressiva che

diventa indipendente dal microambiente midollare 8:8°,
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Due aspetti molto importanti nel predire la sopravvivenza sono sicuramente rappresentati
dalla risposta alla terapia di induzione e/o la ricaduta precoce e dalla presenza di specifiche
anomalie citogenetiche e di caratteristici patterns di gene expression.

3.2. Prognosi

Nel MM i fattori prognostici sono numerosi, possono essere correlati direttamente alla taglia
neoplastica o essere espressione dell’intrinseca malignita del clone tumorale, oppure possono
dipendere dalle caratteristiche del paziente o dalla risposta alla terapia:

o  fattori legati al paziente: eta, performance status, presenza di comorbidita;

e fattori legati alla massa neoplastica: 32-microglobulina, grado e tipo di infiltrazione
midollare, funzionalita renale, numero di lesioni focali alla PET/CT o RMN;

e fattori legati a caratteri biologici: alterazioni citogenetiche, albumina, presenza di
plasmacellule circolanti, attivita proliferativa plasmacellulare, malattia extramidollare, LDH;

o fattori legati alla terapia: qualita della risposta. *’

Quelli con maggior significato prognostico sono stati inseriti all’interno degli algoritmi di
stadiazione ISS e R-1SS, ma e importante tenere in considerazione anche quelli non inclusi,
in quanto, anch’essi, hanno un impatto rilevante nella determinazione della sopravvivenza di
un paziente con MM.

In particolare, essendo il mieloma una patologia che piu spesso colpisce il paziente anziano,
I’eta, le comorbidita e il performance status influiscono notevolmente sulla prognosi.

Al fine di valutare al meglio I’impatto di questi fattori sui singoli pazienti, per i soggetti
anziani ¢ stato elaborato dall’IMWG uno score di fragilita IMWG Frailty Index), che tiene
conto di eta, comorbidita valutate attraverso il Charlson comorbidity index (CCl) e capacita
di eseguire le attivita della vita quotidiana, attraverso [I’activities daily life (ADL) e
I’instrumental activities daily life (IADL). I pazienti vengono distinti, sulla base del punteggio
ottenuto, in fit (punteggio = 0), intermedi (punteggio = 1) e fragili (punteggio > 1), con una
sopravvivenza a tre anni rispettivamente di 84%, 76% e 57%.

Stratificando ulteriormente questo score di fragilita con I’integrazione dello score ISS, ’OS
a 3 anni e del 55% nei pazienti a rischio molto elevato, ovvero fragili 1SS-3, mentre sale al

94% nei pazienti a rischio particolarmente basso, ovvero fit 1SS-1 %,

3.2.1. Ruolo prognostico della citogenetica e dell’espressione genica
Lo studio citogenetico-molecolare € importante nel definire la prognosi del paziente. Sono
stati identificati infatti, sulla base del profilo di espressione genica, diversi sottotipi di mieloma
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che differiscono in termini di outcome. Questo studio viene sempre condotto all’esordio di
malattia, ma andrebbe incluso anche nelle rivalutazioni da effettuarsi alla ricaduta, poiché le
alterazioni possono evolvere e sommarsi nel tempo.

Come gia specificato in precedenza, n ella patogenesi del MM ci sono due tipi di alterazioni
genetiche sequenziali definite primarie e secondarie. Le primarie, iperdiploidia e traslocazioni
coinvolgenti il dominio IgH, sono gia presenti negli stadi MGUS e sono coinvolte nello
sviluppo del tumore; le secondarie sono alterazioni che portano alla progressione del tumore,
presenti nello stadio MM e assenti nella MGUS e tra queste ci sono: la delezione 17p (p53),
le alterazioni del cromosoma 1, le traslocazioni coinvolgenti C-MY C e Iattivazione NF-kBL,

Identificare con precisione i pazienti con malattia ad alto rischio e con prognosi sfavorevole
alla diagnosi, tuttavia, rimane una sfida. Infatti, nonostante siano state studiate diverse
mutazioni utili per definire la prognosi, non é ancora stato definito un approccio globale in
grado di integrare tali marcatori in un modello unico di stratificazione del rischio.

Walker e colleghi hanno utilizzato tecniche di sequenziamento del DNA di nuova
generazione e un modello recursive-partitioning per identificare markers clinici e genetici
associati ad un aumentato rischio prognostico, hanno cosi individuato il Double-Hit MM, una
nuova categoria di pazienti ad alto rischio con prognosi estremamente negativa. Il Double-Hit
MM e definito dalla presenza della mutazione bi-allelica del cromosoma TP53 associata
all’amplificazione (>4 copie) di CKS1B(1g21) nel contesto di uno stadio 1SS3. E stato fatto
un confronto tra la categoria Double-Hit MM (identificata dal modello recursive-partitioning)
e la classificazione tradizionale secondo i criteri di stratificazione del rischio del’'IMWG. Da
questo paragone € emerso come gli scores prognostici utilizzati nella pratica clinica non
riescano ad individuare parte dei pazienti con outcome estremamente negativo; infatti, la
classificazione secondo i criteri IMWG include i pazienti Double-Hit talora negli HR (High-
Risk) e talora negli SR (Standard-Risk), nonostante questi abbiano sempre una prognosi molto
negativa®.

Un’altra classificazione ¢ stata proposta da Perrot e colleghi, che hanno analizzato
simultaneamente I’impatto prognostico di diverse mutazioni genetiche (del(17p), t(4;14),
del(1p32), ampl(1g21), trisomia dei cromosomi 3, 5 e 21) in un gruppo di pazienti con MM
di nuova diagnosi. Sono state identificate sei anomalie citogenetiche clinicamente rilevanti ed
¢ stato calcolato un indice prognostico per tutti i pazienti, all’aumentare del quale peggiora la
prognosi. Sulla base di tale indice prognostico citogenetico possono essere individuate tre

categorie di rischio: alto, intermedio e basso %.
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L’alterata espressione di singoli geni, coinvolti nella sopravvivenza e proliferazione
cellulare, puo avere un impatto prognostico. Queste alterazioni non vengono ricercate nella
pratica clinica ma possono essere oggetto di studi sperimentali.

L’oncogene c-MYC € iper-espresso nella malattia in fase avanzata e determina una
maggiore capacita proliferativa e minore dipendenza dal microambiente midollare,
conferendo una cattiva prognosi®*.

Il pathwayNF-KkB puo risultare costitutivamente attivato a causa di mutazioni che silenziano
CD40, TACI, LTBR); sta rivestendo sempre maggiore importanza per le sue implicazioni
prognostico-terapeutiche, in considerazione dell’impiego nella pratica clinica degli inibitori
del proteasoma (P1s)%.

Infine le mutazioni N- 0 K-RAS, riscontrate frequentemente nei pazienti con t(11;14), hanno
una prevalenza del 20-30% circa nel MM di nuova diagnosi e sono spesso associate ad
aumento della Ciclina D1; allo stadio di MGUS, invece, I’incidenza delle mutazioni RAS ¢ di
meno del 5%, suggerendo l'ipotesi che queste mutazioni possano segnare, se non mediare, la
transizione da MGUS a MM®. E interessante notare che, analizzando separatamente I'impatto
delle mutazioni di KRAS e NRAS sulla sopravvivenza, solo le mutazioni di KRAS risultano

significativamente associate ad una OS e PFS pil brevi .

Nella pratica clinica attuale solo alcune alterazioni citogenetiche vengono prese in
considerazione per la loro valenza prognostica ed hanno effettivamente un impatto nella
gestione del paziente e sono quelle individuate con la tecnica FISH. Questa metodica € in
grado di indagare soltanto la macrostruttura del DNA e non ’alterazione di singoli geni; sono
infatti necessari ulteriori studi per definire piu accuratamente le caratteristiche prognostiche
della patologia.

Studi recenti si sono focalizzati su un’analisi piu approfondita grazie anche all’avvento di
nuove metodologie quali la GEP (Gene Expression Profiling), ’aCGH (array Comparative
Genomic Hybridization), 1’analisi dei polimorfismi dei singoli nucleotidi o SNP (Single
Nucleotide Polymorphism array) ed il sequenziamento del DNA di nuova generazione NGS
(Next Generation Sequencing)®’.

La GEP e una tecnica basata sulla tecnologia dei microarray e usata in ambito di ricerca,
analizza il profilo di espressione dell’intero genoma delle cellule tumorali del paziente per
creare un’immagine globale della funzione cellulare. La University of Arkansas Medical

Sciences (UAMS) ha sviluppato il primo modello di classificazione genetica, che
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comprendeva il profilo di espressione di 70 geni (GEP 70), il 30% dei quali localizzati sul
cromosoma 1 (1p e 1q). Il significato prognostico del modello UAMS GEP70 é stato validato
poi da diversi studi eseguiti in modo indipendente® %, La compresenza di pil alterazioni a
cattiva prognosi determina una riduzione della sopravvivenza; sono state studiate altre
classificazioni, tra cui quella sviluppata da Boyd e colleghi nell’ambito del trial Myeloma X,
in cui vengono definite tre categorie di pazienti a rischio favorevole, intermedio o alto, sulla
base del numero di lesioni avverse!®. Sebbene la GEP possa essere un potenziale metodo per
la valutazione del rischio nel MM, é ancora necessario definire parametri standardizzati che
ne permettano un utilizzo diffuso nella pratica clinica.

In aggiunta alla complessita genetica descritta, il MM si caratterizza per un ulteriore livello
di complessita rappresentato dall’eterogeneita intra-clonale. La tecnologia NGS é stata
utilizzata per studiare campioni seriali di uno stesso paziente e dimostrare come all’esordio
della malattia vi sia la compresenza di differenti cloni neoplastici che, sotto la pressione
selettiva della terapia, possono dare origine a linee subclonali distinte; ogni clone puo
estinguersi oppure dare vita a nuovi cloni che abbiano acquisito mutazioni vantaggiose!®*-1%2,

Per concludere, questa eterogeneita clonale genetica ha importanti implicazioni sul
trattamento nell'era delle terapie mirate ed e altrettanto importante per lo sviluppo di nuovi
biomarcatori®®. La conoscenza delle alterazioni genetico-molecolari e del loro impatto
sull’andamento della malattia potra in un prossimo futuro essere utile non solo per predire la

prognosi ma per guidare le scelte terapeutiche.
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Figura 2: Patterns di relapse sulla base della evoluzione clonale.
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3.2.2. Ruolo prognostico di risposta alla terapia

Avere criteri di risposta alla terapia standardizzati € fondamentale in quanto permette di
confrontare I’efficacia delle diverse strategie terapeutiche a disposizione, anche in
considerazione del fatto che I’approccio terapeutico ai pazienti con MM ¢ in continua
evoluzione ed é cambiato radicalmente negli ultimi anni, consentendo il raggiungimento di
risposte piu profonde.

Tradizionalmente si prendeva in considerazione la concentrazione di proteine monoclonali
nel siero e nelle urine mediante elettroforesi proteica e/o immunofissazione, a cui sono stati
aggiunti nel tempo il grado di infiltrazione di plasmacellule neoplastiche nel midollo, le lesioni
ossee e gli eventuali plasmocitomi dei tessuti molli. L’ultimo aggiornamento ¢ quello del 2016
del’IMWG, in cui ¢ stato inserito il dosaggio delle sFLC, utile per lo studio delle forme
oligosecernenti e per le forme secernenti solo catene leggere.

Nella tabella sottostante sono riassunte le categorie di risposta standard identificate

dal’IMWG:
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Tabella 3: Criteri di risposta alle terapie.

Stringent Complete Response (SCR)

CR (come definita sotto) piuz FLC ratio normale e assenza di plasmacellule clonali nel

midollo in immunoistochimica o immunofluorescenza

Complete Response (CR)

Immunofissazione sierica ed urinaria negativa e scomparsa di qualunque plasmocitoma
dei tessuti molli e < 5% di plasmacellule midollari. Nei pazienti in cui I’unico metodo
per misurare la malattia e attraverso i livelli di SFLC la risposta completa é definita da
un normale sFLCR (da 0,26 a 1,65)

Very Good Partial Response (VGPR)

CM sierica e urinaria rilevabile con immunofissazione ma non con elettroforesi o
riduzione della CM sierica > 90% piu urinaria < 100 mg/24h. Nei pazienti in cui I’unico
metodo per misurare la malattia e attraverso i livelli di SFLC é definita da una
diminuzione >90% nella differenza tra la catena leggera coinvolta e la catena leggera

non coinvolta

Partial Response (PR)

Riduzione della CM sierica > 50% ed wurinaria >90% o <200 mg/24h
Se la CM sierica ed urinaria non sono misurabili, ¢ richiesta una riduzione > 50% della
differenza fra i livelli di FLC coinvolte e non coinvolte

Se la CM sierica ed urinaria e FLC non sono misurabili, ¢ richiesta una riduzione >
50% delle plasmacellule midollari (purche I’infiltrazione midollare al baseline fosse >
30%)

In aggiunta ai criteri sopra elencati, ¢ richiesta una riduzione > 50% delle dimensioni

dei plasmocitomi dei tessuti molli se presenti al baseline

Stable Disease (SD)

Non soddisfatti i criteri per le altre categorie di risposta

Minimal Response (MR)

Riduzione della CM sierica > 25% ma < 50% e Riduzione della CM urinaria del 50-
89%

Se  presente  Plasmocitoma:  riduzione della massa del 25-49%
Non aumento delle dimensioni e del numero di lesioni litiche ossee (aumento della

frattura da compressione non esclude risposta)

Progressive Disease (PD) f
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Aumento del 25% del valore piu basso raggiunto di:

minima era >5g/dL) e/o

(I’aumento assoluto deve essere >10%)
Comparsa di nuove lesioni ossee o di plasmocitoma o aumento delle lesioni preesistenti
Aumento della calcemia (Ca2+ sierico corretto >11,5 mg/dL) attribuibile unicamente
al disturbo proliferativo delle plasmacellule

CM sierica (con aumento assoluto di almeno 500 mg/dL, o 1g/dL se la CM

CM urinaria (con aumento assoluto di almeno 200 mg/24h)
Se CM non misurabile, differenza tra le SFLC (di almeno 100 mg/dL)
Se anche le sFLC non sono dosabili, percentuale di plasmacellule midollari

Note

Tutte le categorie di risposta richiedono due valutazioni consecutive. Non sono richieste indagini radiologiche per soddisfare questi criteri.

Non ¢ necessaria la conferma della risposta attraverso biopsie midollari ripetute. VGPR e CR richiedono valutazione sierica e urinaria

indipendentemente dal fatto che la malattia all’inizio fosse dosabile nel siero, nelle urine, in entrambi o in nessuno dei due. Per PD un

aumento di CM sierica > 1 g/dL ¢ sufficiente a definire una ricaduta se CM di partenza era > 5g/dL.

+ Chiarimenti sui criteri IMWG per codificare PD: i criteri midollari devono essere usati solo nei pazienti nei quali la malattia non ¢

misurabile con la CM sierica o urinaria o con i livelli di sFLC.

Per quanto riguarda la ricaduta, e opportuno riportare anche le seguenti precisazioni:

e ricaduta clinica in presenza di uno dei seguenti criteri:

indicatori diretti dell’incremento di malattia e/o di disfunzione d’organo (criteri
CRAB) correlati al mieloma (questo criterio non e utilizzato per calcolare il time to
progression o il PFS ma puo essere utile nella pratica clinica);

sviluppo di nuovi plasmocitomi dei tessuti molli o lesioni ossee (non sono segni di
progressione le fratture osteoporotiche);

aumento delle dimensioni di plasmocitomi preesistenti o lesioni ossee >50% (e di
lcm);

ipercalcemia (>11 mg/dL);

calo dell’emoglobina >2 g/dL non correlata alla terapia o ad altre condizioni non
mieloma relate;

aumento della creatinina sierica >2 mg/dL dall’inizio della terapia e attribuibile al
mieloma;

iperviscosita correlata alla CM sierica,

e ricaduta dalla CR (utilizzato solo come end point della sopravvivenza libera da malattia),

in presenza di uno o piu dei seguenti criteri:

ricomparsa della CM sierica all’immunofissazione o all’elettroforesi;
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- presenza di una percentuale di plasmacellule midollari >5%;

- comparsa di ogni altro segno di progressione, quali nuovi plasmocitomi, lesioni ossee
litiche, ipercalcemiga;

e ricaduta dalla MRD negativa (utilizzato solo come end point della sopravvivenza libera
da malattia), in presenza di uno o piu dei seguenti criteri:

- perdita dello stato di MRD negativa (evidenza di plasmacellule clonali tramite next
generation flow (NGF) o next generation sequencing (NGS) o imaging positivo per
ricorrenza del mieloma);

- ricomparsa della CM sierica o urinaria all’immunofissazione o all’elettroforesi;

- presenza di una percentuale di plasmacellule midollari >5%;

- comparsa di ogni altro segno di progressione, quali nuovi plasmocitomi, lesioni ossee

litiche, ipercalcemia 1%,

3.3. Malattia minima residua (MRD)

Un’ulteriore modifica, apportata nel 2016 dal’IMWG ai criteri di risposta alla terapia e che
ha rappresentato una vera e propria novita nella definizione prognostica dei pazienti con MM,
¢ stata I’introduzione della categoria di riposta con malattia minima residua negativa. Questa
categoria ¢ nata dall’evidenza che nonostante la maggior parte dei pazienti raggiungessero
una remissione completa, o addirittura una remissione completa stringente, molti tendessero
comungue a ricadere, a sottolineare la presenza di una quota di cellule neoplastiche persistenti,
intra o extramidollari, non rilevabili mediante le tecniche standard. Infatti, & stato dimostrato
che, indipendentemente dal metodo utilizzato per individuare la MRD, tra i pazienti che
raggiungono una risposta completa, quelli con anche una minima MRD positiva hanno una
PFS inferiore rispetto a quelli con MRD negativa. Inoltre, la MRD e una delle caratteristiche
pill importanti che contribuiscono al legame tra la profondita di risposta e 'OS %,

Numerosi studi hanno dimostrato come I’ottenimento della MRD negativita rappresenti uno
dei fattori prognostici piu importanti nel definire la prognosi dei pazienti; questo e stato
confermato anche da una importante metanalisi, che ha valutato oltre 8000 pazienti da 25
studi. In gquesta metanalisi & stato dimostrato che la negativita della MRD ¢ in grado di
conferire un miglioramento della prognosi in tutti i contesti clinici (pazienti di nuova diagnosi,
ricaduti/refrattari, ad alto rischio citogenetico), mentre, al contrario, mantenere una MRD
positiva determina una prognosi negativa, indipendentemente da tutti i fattori di rischio

standard®*.

33



Al momento non € ancora stato definito in modo adeguato quali siano i momenti piu
informativi e piu significativi in cui valutare la MRD e in che modo essa possa influenzare le
scelte terapeutiche.

Nei pazienti che non hanno ottenuto una negativita alle prime valutazioni, la MRD puo
negativizzarsi anche in corso di terapia di mantenimento, come dimostrato nel trial Myeloma
X1, con un prolungamento significativo dell’outcome rispetto ai pazienti che rimangono
persistentemente MRD positivi. Valutando il sottogruppo dei pazienti MRD positivi, € stato
evidenziato anche che una quantita inferiore di malattia misurata nelle fasi di mantenimento
rispetto alle fasi precedenti, correla con prognosi migliori‘®.

Un altro aspetto importante che sta emergendo da numerosi studi ¢ I'importanza del
mantenimento nel tempo della MRD negativa, una volta ottenuta (sustained MRD-negative).
In uno studio pubblicato dal gruppo francese é stato dimostrato che i pazienti che raggiungono
e mantengono una MRD-negativita hanno una sopravvivenza significativamente piu lunga
rispetto ai pazienti che ottengono una MRD negativita e successivamente la perdono®.
Secondo i criteri IMWG di risposta, si parla di sustained MRD-negativity in caso di MRD
negativa a livello midollare e mediante imaging per almeno un anno®.

Questo aspetto sottolinea come la MRD-negativita valutata in un singolo timepoint potrebbe
non essere adeguata a definire 1’outcome dei pazienti, mentre una MRD mantenuta nel tempo
potrebbe essere piu efficace nell’identificare i pazienti a prognosi migliore. In un recente
studio retrospettivo dell’Universita della California ¢ stata valutata la determinazione della
MRD di 234 pazienti con MM in diverse fasi di malattia. | pazienti sono stati divisi in tre
gruppi: nel primo gruppo i pazienti con MRD negativa per almeno 3 determinazioni
successive, nel secondo gruppo i pazienti con MRD positiva ma progressivamente in
riduzione, nel terzo i pazienti con MRD positiva stabile o in crescita nel tempo. | primi due
gruppi hanno mostrato una PFS significativamente piu elevata rispetto al terzo, dimostrando
come sia importante non solo ottenere una MRD negativa ma anche ’andamento temporale
valutato in pit determinazioni successive!?’.

Al momento sono in corso alcuni studi, detti MRD driven, che hanno I’obiettivo di verificare
la possibilita di intensificare la terapia nei pazienti MRD positivi dopo un trattamento standard
0 ridurre I’intensita del trattamento nei pazienti con una MRD negativa sostenuta %,

Le tecniche per la ricerca della MRD intramidollare si sono evolute nel corso degli anni
raggiungendo sempre una maggiore sensibilita. Ad oggi, le metodiche piu utilizzate sono
I’NGF e 'NGS 1%,
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L’NGF é una tecnica citofluorimetrica automatizzata che utilizza due pannelli da otto colori
per rilevare e quantificare le cellule neoplastiche: essa combina I’identificazione di antigeni
di superficie delle plasmacellule aberranti (CD138, CD27, CD38, CD56, CD45, CD19,
CD117, CD81, CD27, CD19) con I’analisi delle catene leggere k e A espresse nel citoplasma
per confermarne la clonalita . Uno dei principali svantaggi ¢ la necessita di utilizzare un
campione di midollo fresco, prelevato al massimo 24-48 ore prima !°. Rappresenta
un’evoluzione della MFC (Multiparameter Flow Citometry), anch’essa una tecnica cellulare
basata sugli stessi principi, rispetto alla quale, pero, la NGF € piu sensibile e standardizzata
103_

L’NGS, invece, € una tecnica di sequenziamento genico, utilizzabile anche su campione di
midollo congelato, che comprende diverse metodiche, quali la reazione a catena della
polimerasi (PCR) a lungo raggio, la PCR multipla, il whole-exome sequencing e il whole-
genome sequencing, permettendo il sequenziamento ¢ I’amplificazione simultanea di milioni
di frammenti di DNA. Cio ¢ reso possibile grazie all’utilizzo di primer multipli, in questo caso
per i geni che codificano per le immunoglobuline, in particolare IGH-VDJy, IGH-DJH 0 IGK,
determinandone la clonalita.

Il riarrangiamento dei geni delle immunoglobuline espressi dalle plasmacellule tumorali & il
marcatore che viene utilizzato per lo studio MRD: ha il vantaggio di essere sensibile e
specifico.

Il metodo richiede due passaggi: il primo per identificare il clonotipo paziente-specifico
(«screening»), il secondo e il vero e proprio studio della MRD, ovvero la ricerca del clonotipo
identificato nel campione di sangue midollare del paziente in risposta alla terapia.

Una delle caratteristiche importanti di questa metodica e che il clonotipo identificato non
cambia in caso di progressione della malattia, al contrario di quanto pud avvenire in altre
patologie linfoproliferative quali la leucemia acuta linfoblastica, dove e presente un elevato
rischio di evoluzione del riarrangiamento in corso di terapia, con conseguente rischio di
risultati falsi negativi.

L’NGS, rispetto all’NGF, necessita di un campione alla diagnosi per identificare la sequenza
tumore-specifica e i tempi di esecuzione sono piu lunghi (almeno una settimana versus 3-4
ore), inoltre, i costi sono maggiori; I’'NGF, d’altra parte, necessita di un campione fresco ed é
una metodica operatore-dipendente. Per il resto, € stata dimostrata una buona concordanza tra

le due metodiche, raggiungendo entrambe una sensibilita elevata, di 10° I’'NGF e 10°I’NGS
103,109
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La sensibilita raggiunta, inoltre, rappresenta un importante valore prognostico. Difatti, e
stato dimostrato come i pazienti che ottengono una MRD negativa con sensibilita pari a10®
hanno una PFS maggiore rispetto a quelli che la ottengono con una sensibilita pari a 10°17,

Per una corretta valutazione della MRD a livello midollare, indipendentemente dalla tecnica
utilizzata, e fondamentale la qualita del campione in analisi. Difatti, il campione ottenuto
mediante aspirato midollare puo essere contaminato da un’elevata quantita ci cellule ematiche
(emodiluizione), con una conseguente sottostima della quantita di plasmacellule clonali
presenti. Per questo € molto importante che il primo campione aspirato venga utilizzato
proprio per la valutazione della MRD*!,

Tipicamente, I’infiltrazione neoplastica a livello midollare ¢ eterogenea, valutare quindi la
MRD solo sulla base di un campione prelevato in un unico punto (solitamente la cresta iliaca
posteriore) puo causare falsi negativi, per questo &€ molto importante associare la ricerca di
MRD attraverso metodiche in grado di valutare la malattia al di fuori del midollo, come ad
esempio metodiche di imaging. 1932 La possibilita che vi sia una discrepanza tra il prelievo
di midollo osseo e 1’imaging & maggiore nei pazienti con plasmocitomi, in caso di ricaduta e
nelle fasi tardive di malattia 3.

La principale tecnica di diagnostica strumentale utilizzata ¢ la PET-CT con ®FDG, che
consente di individuare eventuali residui di plasmacellule clonali attive all’interno delle
lesioni ossee litiche ma soprattutto di rilevare possibili localizzazioni extramidollari di MRD
69_

Diversi studi hanno dimostrato che i pazienti con PET-CT negativa dopo la terapia di
induzione hanno un importante vantaggio in termini di PFS e OS 7177114,

La problematica maggiore, finora, e stata quale cut-off di uptake delle lesioni residue
dovesse essere utilizzato per la definizione di risposta completa metabolica. A tal proposito,
e stato pubblicato nel 2020, da Zamagni e colleghi, uno studio in cui si proponeva di adottare,
come criterio standardizzato di risposta completa alla PET, una captazione inferiore rispetto
a quella di riferimento del fegato 1*° e per il quale, attualmente, sono in corso studi prospettici
di validazione °. In particolare, ¢ stata utilizzata la scala di Deauville (DS) a cinque punti
(tabella 4), gia validata per la PET nei linfomi, e ne ¢ stata dimostrata 1’applicabilita anche nel
MM, con un netto vantaggio in termini di PFS e OS in caso di captazione, dopo trattamento,

inferiore rispetto a quella del fegato (DS <4) *°,
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Tabella 4. Criteri di Deauville 7

Punteggio | Risultato PET

1 No uptake superiore al background

2 Uptake minore o uguale a quello mediastinico

3 Uptake maggiore di quello mediastinico ma inferiore a quello epatico
4 Uptake moderatamente superiore rispetto a quello del fegato

5 Uptake notevolmente superiore rispetto a quello del fegato

Sono destinati a ricoprire un ruolo sempre piu rilevante nel valutare la risposta alla terapia
anche gli approcci funzionali di MRI, in particolare la DWI-MRI, per la quale é gia stata
dimostrata una elevata sensibilita e un alto valore prognostico. Per quanto riguarda
quest’ultimo aspetto, & stato condotto uno studio retrospettivo®® con lo scopo di validare i
criteri RAC (Response Assessment Category) proposti con le raccomandazioni imaging MY-
RADS (Myeloma Response Assessment and Diagnosis System) 8. | criteri RAC, che
consistono in una scala a 5 punti, dalla risposta completa (RAC1) fino alla progressione di
malattia (RACS), si sono dimostrati in grado di stratificare in maniera indipendente i pazienti
con differenti outcomes 8.

In base alle informazioni ottenute tramite NGF, NGS e imaging, & possibile definire la MRD

come descritto nella seguente tabella:
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Tabella 5: Criteri per definire la MRD (in pazienti con una risposta almeno pari alla CR)
103_
MRD negativa Assenza di plasmacellule clonali con fenotipo aberrante a livello
citofluorimetrica midollare mediante NGF, utilizzando la procedura standard
EuroFlow (0o metodo equivalente validato), con una sensibilita
minima pari o superiore a 1 su 105 cellule nucleate
MRD negativa al Assenza di plasmacellule clonali a livello midollare mediante
sequenziamento NGS ottenute dal sequenziamento del DNA midollare)
utilizzando la piattaforma LymphoSIGHT (o metodo equivalente
validato) con una sensibilita minima pari o superiore a 1 su 105
cellule nucleate
MRD negativa anche MRD-negativita mediante NGF o NGS associata alla scomparsa
all’imaging di ogni area di aumentata captazione del radiotracciante
riscontrata alla diagnosi o ad una PET/CT precedente, con un

SUV inferiore a quello riscontrato nel mediastino o nei tessuti

normali
MRD negativa MRD negativita a livello midollare (mediante NGF o NGS o
sostenuta entrambi) e all’imaging, confermata per almeno 1 anno.

Ulteriori valutazioni possono essere usate per specificare la durata
della MRD-negativita

3.3.1. Nuove frontiere: la biopsia liquida

Come gia specificato nel capitolo precedente, a causa dell’elevata eterogeneita clonale
spaziale tipica del MM, la valutazione midollare “single site” della MRD puo essere imprecisa
e non completamente rappresentativa della malattia. Inoltre, la biopsia midollare e una
metodica invasiva e dolorosa e non sempre accettata dai pazienti. Per questi motivi si sta
rendendo sempre piu importante lo sviluppo di metodiche alternative, non invasive e
possibilmente piu rappresentative dell’intera massa tumorale.

Una nuova tecnica che si sta sviluppando per la rilevazione della MRD ¢ la biopsia liquida.
Si tratta di una tecnica non invasiva che si basa sulla ricerca nel sangue periferico di particolari
markers, come ad esempio le vescicole extracellulari, il DNA libero tumorale (ctDNA) e le
cellule neoplastiche circolanti (CTCs o CMMCs). | piu recenti dati della letteratura sul MM

hanno posto particolare attenzione soprattutto su CTCs e ctDNA.
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Le CTCs sono cellule intatte e vitali rilasciate dal midollo osseo o da sedi extramidollari.
Tra i meccanismi che ne favoriscono la circolazione sembrerebbe esservi una ridotta adesione
alla nicchia midollare, suggerendo un’associazione tra il loro aumento e il rischio di
trasformazione maligna da MGUS a SMM fino alla malattia sintomatica, e una ridotta
sopravvivenza dei pazienti con nuova diagnosi o ricaduti/refrattari. La loro rilevazione
permette quindi di avere un quadro piu completo circa la MRD sia midollare che
extramidollare %120, E stato dimostrato come la quantita di CMMCs & in grado di correlare
sia con lo stadio alla diagnosi, sia con le fasi di malattiat?!,

I1 ctDNA, invece, € il DNA delle cellule tumorali andate incontro ad apoptosi o necrosi. |l
ctDNA ha un’emivita di circa due ore, per cui, data la sua rapida eliminazione ematica, puo
essere considerato un ottimo indicatore del burden tumorale e della risposta alla terapia in
tempo reale. La presenza frammenti di DNA libero circolante (cell-free DNA, cfDNA) é stata
descritta per la prima volta nel 1948 da Mandel e Metais 22 e nel 1977 & stata riscontrata la
presenza di ctDNA nel siero di pazienti con patologia neoplastica'?®. Recenti studi hanno
dimostrato la possibilita di utilizzare questo parametro per valutare la presenza di clonalita e
identificare la taglia di malattia nei pazienti con MM 24125 Rispetto ad altre neoplasie, la
concentrazione di ctDNA nei pazienti con MM & maggiore, e ¢’¢ un’elevata concordanza tra
le mutazioni riscontrate a livello midollare e nella biopsia liquida (pari al 96% circa) 25127,
Inoltre, e stato dimostrato che elevati livelli di cfDNA correlano con una peggiore prognosi
nei pazienti con MM %28, Alcuni studi hanno anche dimostrato che i livelli ctDNA correlano
con lo stadio ISS e R-ISS, la B2-microglobulina, ¢ 'LDH 21, Monitorando i livelli di
ctDNA in corso di terapia € stato visto che questo parametro tende a subire un importante
riduzione, fino a raggiungere livelli inferiori alla soglia di rilevabilita nel 32.6% e nel 47.6%
dei pazienti dopo terapia di induzione e ASCT, rispettivamente!3!

Il cfDNA pu0 essere utilizzato anche nei pazienti con SMM, nei quali una minor taglia di
malattia corrisponde a pitl bassi livelli di ctDNA e a un minor numero di mutazioni 132,

Questa metodica pud assumere un ruolo ancora piu importante nei pazienti con malattia
extramidollare, nei quali, in considerazione dell’indipendenza delle plasmacellule clonali dal
microambiente midollare, I’aspirato del midollo ¢ ancora meno attendibile per una corretta
valutazione dello stato di malattia. Secondo quanto riportato recentemente dal gruppo Cinese,
nei pazienti con EMD i livelli di cfDNA risultano essere significativamente superiori rispetto
al pazienti senza malattia extramidollare. In questi pazienti, il ctDNA ha mostrato una forte
concordanza con le biopsie tissutali di plasmocitoma extramidollare acquisite nello stesso

momento, dimostrandosi un buon surrogato di valutazione della taglia di malattia al posto
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delle biopsie tissutali; I'aspirato midollare, invece, come atteso, non si & dimostrato adeguato
a causa dell’elevata discordanza con la biopsia tissutale 1%,

Tuttavia, questo parametro & ancora molto sperimentale perché non € ancora chiaro quanti
marcatori sia necessario valutare per avere una sensibilita accettabile e quali siano i time-point
piu strategici per la ottenere le informazioni piu importanti dal punto di vista prognostico
130,133_

Nonostante I’elevata specificita, le mutazioni nel ctDNA sono infatti specifiche per ogni
forma di neoplasia, la biopsia liquida ha ancora una sensibilita non adeguata e un’assenza di
criteri universali per ’interpretazione che non ne consentono, ad oggi, I’utilizzo quale tecnica
standard per lo studio della MRD 12,

Un ulteriore strumento che potrebbe essere utile nella valutazione della MRD e quindi del
suo impatto sulla PFS e OS é la spettrometria di massa. Essa € in grado di rilevare bassi
livelli di CM, riconoscendo la sequenza della regione legante I’antigene (CRD), unica per
ciascun clone plasmacellulare. Questa tecnica potrebbe svolgere un ruolo nel determinare lo
stato del’MRD, determinando il timing appropriato per I’aspirato midollare o rilevare la
presenza di una ricaduta precoce. Inoltre, presenta una migliore specificita rispetto alle
tecniche attuali, permettendo la distinzione tra la CM e gli anticorpi monoclonali terapeutici,

¢ stata infatti gia validata come alternativa all’utilizzo di immunofissazione ed elettroforesi

sieriche sia nella pratica clinica che nel contesto di studi clinici ***.
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4. TERAPIA

Il trattamento del MM ¢ stato rivoluzionato nel corso degli ultimi decenni: sebbene si
consideri ancora oggi una patologia inguaribile, I’aspettativa di vita dei pazienti €
significativamente aumentata rispetto al passato. | primi risultati nella terapia del Mieloma
Multiplo si sono avuti negli anni ’50-60, con I’introduzione dei farmaci alchilanti (Melphalan
e Ciclofosfamide), delle nitrosouree, degli alcaloidi della Vinca (Vincristina) e delle
antracicline (Doxorubicina). La chemioterapia intermittente per via orale con
Melphalan/Prednisone ¢ stata per lungo tempo il trattamento di riferimento per il mieloma
multiplo. Essa ¢ in grado di indurre una risposta in circa la meta dei pazienti, ma solo nel 5-
10% determina una remissione completa, con una durata media di 1-2 anni. Diversi studi
cercarono di migliorare i risultati ottenuti con questo schema attraverso lo sviluppo di nuovi
programmi terapeutici che impiegavano associazioni chemioterapiche, tra le quali: VBMCP
(Vincristina, Carmustina, Melphalan, Ciclofosfamide e Prednisone), BMCP (Carmustina,
Melphalan, Ciclofosfamide e Prednisone) e VAD (Vincristina, Adriamicina, Desametasone).
Queste erano scarsamente efficaci nell’eradicare la malattia, inoltre le cellule neoplastiche
sviluppavano precocemente meccanismi di resistenza ai farmaci®*®.

Agli inizi degli anni ’80 si ¢ assistito ad un netto miglioramento nella sopravvivenza di
pazienti affetti da MM, a seguito dell’introduzione della chemioterapia con Melphalan ad alte
dosi con successivo trapianto autologo di cellule staminali emopoietiche (ASCT). A meta
degli anni 90, con il tentativo di migliorare ulteriormente il controllo della malattia, venne
poi introdotto il concetto di “doppio trapianto autologo”, cio¢ I’esecuzione sequenziale di due
ASCT, con I’ottenimento di un prolungamento significativo della durata della remissione e
della sopravvivenza libera da eventi (EFS), soprattutto in quei pazienti per cui non c’era stata
risposta a chemioterapie convenzionali di prima linea e/o0 non avevano raggiunto remissione
completa dopo trapianto autologo. Diversi studi hanno documentato la superiorita del
trapianto autologo dispetto alla chemioterapia tradizionale in termini di percentuale e durata
della risposta ed esso rappresenta tuttora la principale terapia di prima linea per pazienti con
MM ed eta inferiore a 65-70 anni. Il trapianto allogenico di cellule staminali da donatore
familiare o da registro e, invece, meno utilizzato nel MM ed é riservato a pazienti molto
giovani con presentazione aggressiva di malattia alla diagnosi (alto rischio citogenetico,
leucemia plasmacellulare e malattia extramidollare) in quanto gravato da un’elevata tossicita,
non garantendo in ogni caso la guarigione.

La vera rivoluzione nella terapia del MM ¢ avvenuta pero nelle ultime decadi, con
I’introduzione dei cosiddetti “nuovi farmaci” (novel agents): farmaci non chemioterapici, in
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grado di esercitare la propria attivita oltre che sulle cellule neoplastiche, anche sull’interazione
di queste con le cellule del microambiente midollare, interferendo con processi cruciali ai fini
della crescita e progressione del tumore!®,

Tali farmaci possono essere suddivisi nelle seguenti categorie:

o Immunomodulatori (IMiDs): il primo farmaco di questa categoria fu la Talidomide,
seguita poi da Lenalidomide e Pomalidomide;

e inibitori del proteasoma (PIs): il capostipite e il Bortezomib, a seguire sono stati
sviluppati Carfilzomib e Ixazomib;

e anticorpi monoclonali, quali Daratumumab, Isatuximab (anti CD-38) e Elotuzumab
(anti-SLAMF7);

e anticorpi monoclonali farmaco-coniugati, quali Belantamab-mafodotin (anti-BCMA
coniugato a monometilauristatinaF, MMAF)

e  Anticorpi bispecifici (o Blspecific T cell Engagers, BiTes), quali Teclistamab,
Elranatamab (anti BCMA-CD3), Talquetamab (anti GPRC5D-CD3), Cevostamab (FCRH5-
CD3)

e  Cellule CAR-T anti-BCMA

Ulteriori classi di farmaci studiati nel MM, ma che non hanno ancora trovato spazio nella
pratica clinica:

. inibitori dell’istone deacetilasi (HDACIs), alcuni dei quali sono approvati FDA e EMA
nell’ambito del paziente ricaduto/refrattario;

o inibitori del check-point immunitario, i quali appartengono alle famiglie dei PD1 e
PDL1 inibitori, non ancora ufficialmente entrati nella pratica clinica®®’;

o inibitori di bcl-2 (Venetotoclax);

o inibitori di XPO1 (Selinexor).

Il proteasoma € una struttura cellulare deputata alla degradazione delle proteine ubiquitinate
mal-ripiegate o al termine del loro ciclo funzionale (es. cicline). Gli inibitori del proteasoma
bloccano la funzione di questa struttura dalla quale le plasmacellule sono particolarmente
dipendenti a causa dell’elevata sintesi proteica, portando ad un accumulo di proteine mal-
ripiegate, all’arresto del ciclo cellulare e all’induzione dell’apoptosi 1%,

Gli immunomodulanti esercitano una attivita anti-angiogenetica, immunostimolante e anti-
proliferativa diretta nei confronti delle plasmacellule, attraverso meccanismi molecolari solo

in parte chiariti. Essi legano e attivano cereblon, una ubiquitina-ligasi, portando alla
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ubiquitinazione e alla degradazione dei fattori trascrizionali Ikaros (IKZF1) e Aiolos (IKZF3),
essenziali per la differenziazione terminale dei linfociti. La degradazione di Ikaros e Aiolos
risulta nell’arresto della crescita cellulare delle cellule mielomatose, cosi come
nell’attivazione dei linfociti T, nei quali viene stimolata la produzione di IL2 (il promotore
del gene dell’IL2 ¢ inibito da IKZ3, la sua degradazione porta all’attivazione del promotore e
alla sintesi di 1L.2) 1%,

Gli anticorpi monoclonali riconoscono e legano target espressi sulla superficie delle
plasmacellule e attraverso la loro porzione effettrice inducono la citotossicita complemento-
dipendente (CDC), la citotossicita anticorpo-dipendente (ADCC)**° mediata dai linfociti NK,
e la fagocitosi anticorpo-dipendente (ADCP) mediata dai macrofagi 14!

Queste 3 classi di farmaci sono combinate assieme ai corticosteroidi (desametasone,
prednisone) nella terapia di prima linea, sia nel paziente eleggibile a trapianto autologo che
non, e nella terapia del paziente con mieloma multiplo ricaduto-refrattario.

Ad esse si aggiungono le altre classi di farmaci sopra citate, tra cui le nuove immunoterapie,

usate attualmente soprattutto nel setting del mieloma ricaduto-refrattario.

4.1. TERAPIA DI PRIMA LINEA

Secondo le indicazioni dell’IMWG, quando viene posta la diagnosi di mieloma attivo per la
presenza di danno d’organo (CRAB) o almeno uno dei cosiddetti MDE (Myeloma Defining
Events: infiltrato plasmacellulare >60%, sFLC ratio > 100, e/o 2 o piu lesioni focali
identificate alla RMN), & consigliabile iniziare subito la terapia?®.

Gli obiettivi del trattamento sono il controllo della patologia e 1’ottenimento di una risposta
pit profonda possibile, associati al miglioramento della qualita della vita e della
sopravvivenza. Questi risultati si possono ottenere mediante la combinazione di trattamenti
efficaci con una adeguata terapia di supporto. Il tipo di trattamento viene scelto sulla base
delle caratteristiche del paziente (eta, comorbidita, performance status) e delle evidenze
disponibilit:

o i pazienti giovani (< 65-70 anni) e senza rilevanti comorbidita sono candidati ad
ASCT, preceduto da un regime di induzione (generalmente 4 cicli) comprensivo di “nuovi
farmaci” (associati o meno a chemioterapia) e seguito da un’eventuale terapia di
consolidamento e da un mantenimento post-trapianto;

o i pazienti di eta superiore a 70 anni e quelli che per altri motivi non sono candidabili
al trapianto autologo, sono candidati a terapie con nuovi farmaci, associati o meno alla

chemioterapia convenzionale;
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e  ipazientidieta compresatrai65 e 70 anni vanno valutati singolarmente: se hanno una
buona funzionalita d’organo e assenza di problematiche respiratorie vengono considerati fit e
quindi candidabili al trapianto.

Alla ricaduta, vengono impiegate le combinazioni di farmaci disponibili, alternando le classi

di farmaci, o applicati protocolli sperimentali con nuove molecole/combinazioni.

4.1.1. Pazienti candidabili a trapianto autologo (ASCT)

La terapia di prima linea nei pazienti con di eta < 65-70 anni senza importanti comorbidita
e incentrata sulla chemioterapia ad alte dosi (HDT, high dose chemoterapy) seguita da
trapianto autologo di cellule staminali. 1l farmaco chemioterapico usato a dosi mieloablative
e il Melfalan (200 mg/mq), agente alchilante, mentre la reinfusione delle cellule staminali non
ha un valore anti-mieloma, ma serve unicamente ad accorciare il periodo di pancitopenia
severa che segue la chemioterapia mieloablativa al fine di ridurre la tossicita.

Nonostante 1’avvento di nuovi farmaci, I’ASCT rimane al giorno d’oggi un punto fermo
della terapia di prima linea, in quanto si associa a un prolungamento significativo della PFS,
come dimostrato da due studi randomizzati 142143,

Il primo lavoro (IFM 2009 Study) 42, condotto dal gruppo francese, ha incluso circa 700
pazienti, trattati con 3 cicli di Bortezomib-Lenalidomide-Desametasone (VRd) e
successivamente randomizzati a ricevere o 5 cicli VRd di consolidamento senza trapianto
oppure ASCT seguito da altri 2 cicli addizionali di VRd. Entrambi i gruppi ricevevano in
seguito terapia di mantenimento con lenalidomide per 1 anno. A un follow-up mediano di
circa 4 anni, la PFS mediana é risultata superiore nel gruppo ASCT (50 mesi vs 35 mesi;
p<0.001) e questo beneficio si € osservato in tutti i sottogruppi inclusi i pazienti con R-ISS
alto e citogenetica sfavorevole. La OS a 4 anni invece non é risultata significativamente
diversa tra i due gruppi (81-82%).

Il secondo lavoro (EMNO02-HO95)** del gruppo europeo, ha incluso circa 1500 pazienti,
che hanno ricevuto una terapia di induzione con 3-4 cicli di Bortezomib-Ciclofosfamide-
Desametasone (VCd) seguiti da una prima randomizzazione tra Bortezomib-Melfalan-
Prednisone (VMP) vs ASCT, e una seconda randomizzazione tra 2 cicli di consolidamento
VRd vs non consolidamento e infine terapia di mantenimento con lenalidomide fino a
progressione o tossicita inaccettabile per entrambi i bracci.

A un follow-up mediano di 60.3 mesi dalla prima randomizzazione, la PFS mediana ¢
risultata significativamente superiore nel braccio con trapianto autologo (56.7 vs 41.9 mesi;
p=0.0001).
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Sulla base di queste evidenze, le linee-guida EHA-ESMO 2021 raccomandano che i pazienti
con mieloma multiplo di nuova diagnosi (NDMM), con <70 anni e senza significative
comorbilita, siano candidati a una terapia di induzione, seguita da chemioterapia ad alte dosi
(HDT) e trapianto autologo (ASCT), e lenalidomide di mantenimento.

Nel paziente candidabile a trapianto autologo, quindi, la terapia si compone di 4 fasi:
- Induzione

- ASCT

- Consolidamento

- Mantenimento.

Terapia di induzione

Alcuni studi hanno sancito la superiorita dei regimi a tre farmaci rispetto ai regimi a due
farmaci, e inoltre una metanalisi di Sonneveld e colleghi, che ha valutato i risultati di tre studi
europei, ha determinato la superiorita in termini di risposta, PFS e OS 144145 Per questi motivi,
la terapia di induzione, fino al 2020, si basava su una tripletta di farmaci comprensiva di
bortezomib. 44

In Italia e in Europa la prima scelta era rappresentata da Bortezomib-Talidomide-
Desametasone (VTd) e la seconda da Bortezomib-Ciclofosfamide-Desametasone (VCd), in
quanto la combinazione VTd si era dimostrata piu efficace rispetto al VCd in termini di
risposta, con minore tossicita ematologica ma a spese di una maggior tasso di neuropatia
periferica 1. In considerazione del rischio trombotico legato a talidomide, inoltre, lo schema
VCd era impiegato nei pazienti con elevato rischio, o nei pazienti che sviluppavano neuropatia
severa in corso dei primi cicli di VTd.

Anche la combinazione Bortezomib, Lenalidomide e Desametasone (VRD) e stata
ampiamente indagata. In un importante trial randomizzato di fase 11l condotto da Attal e
colleghi, dove i pazienti ricevevano terapia di induzione secondo schema VRD seguita 0 meno
da trapianto e consolidamento sempre con VRD, ne ¢ stata confermata I’efficacia **2. Rosinol
e colleghi hanno condotto un’analisi integrata di piu studi con l’obiettivo di mettere a
confronto le triplette VRD e VTD nella terapia di induzione; i risultati hanno evidenziato una
minore tossicita, a fronte di una risosta uguale o superiore, dello schema VRD*’.

Un altro farmaco studiato per la terapia di induzione é il Carfilzomib; diversi trials ne hanno

sperimentato 1’impiego in associazione con ImiDs o Ciclofosfamide!*®1; i risultati
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attualmente disponibili dimostrano che regimi di induzione a base di Carfilzomib sono assai
efficaci e ben tollerati, ma sono necessari altri studi, di fase 111, per confermare tali dati.

Nello studio di fase Il FORTE, Gay e colleghi stanno valutando e mettendo a confronto tre
trattamenti di prima linea Carfizomib-based: il primo prevede Carfilzomib, Lenalidomide,
Desametasone (KRd) seguito da ASCT e consolidamento con KRd, il secondo una terapia di
12 ciclicon KRd e il terzo induzione con Carfilzomib, Ciclofosfamide, Desametasone (KCd),
ASCT e consolidamento con KCd; in seguito ad un follow-up di 12 mesi i risultati, in termini
di sCR e MRD negativita, hanno dimostrato una superiorita dei due regimi con Carfilzomib e
Lenalidomide rispetto a KCd-ASCT-KCd*?.

Data I’efficacia degli anticorpi monoclonali nel setting ricaduto/refrattario, questi sono stati
testati anche in prima linea cambiando di recente il paradigma di trattamento del NDMM.

In particolare, il trial di fase 11l CASSIOPEIA ha sancito un nuovo gold standard nella
terapia di induzione pre-trapianto: la combinazione a 4 farmaci Daratumumab-Bortezomib-
Talidomide-Desametasone (DaraVTd). Nello studio CASSIOPEIA 1085 pazienti in 111
centri europei sono stati arruolati e randomizzati 1:1 a ricevere 4 cicli di DaraVTd vs 4 cicli
di VTd come terapia di induzione pre ASCT (seguiti da 2 cicli di consolidamento post ASCT)
e a 100 giorni dal trapianto il tasso di remissioni complete e remissioni complete stringenti e
risultato significativamente superiore nel braccio con il Daratumumab (39% vs 26%). La PFS
a 18 mesi e risultata anche essa migliorata significativamente dal regime a 4 farmaci (93%
DaraVTd vs 85% VTd, p<0.0001) 2,

I dati favorevoli di questo studio hanno portato all’approvazione da parte del’EMA
(Agenzia Europea dei Medicinali) e dell’AIFA (Agenzia Italiana del Farmaco) del
Daratumumab in associazione a Bortezomib-Talidomide-Desametasone nel trattamento di
prima linea dei pazienti con NDMM eleggibili a trapianto autologo, e questo rappresenta al
2022 il gold standard in Italia.

Ci sono ulteriori trial in corso che hanno I’obiettivo di valutare quale sia il miglior regime
di induzione in termini di efficacia e tossicita prima del trapianto autologo.

Tra questi, ’TEMN17 (PERSEUS), uno studio randomizzato di fase Il che sta indagando
combinazione Daratumumab, Bortezomib, Lenalidomide, Desametasone (Dara-VRd), i cui
risultati preliminari mostrano come il profilo di tossicita Dara-VRD sia in linea con quelli di

Daratumumab e VRD e come tale combinazione sia risultata particolarmente promettente!®3
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Mobilizzazione delle cellule staminali emopoietiche e ASCT

La fase di induzione e seguita, nei pazienti che ottengono almeno una risposta parziale, dalla
mobilizzazione delle cellule staminali autologhe da sangue periferico (PBSC), usando come
fattore di mobilizzazione il G-CSF preceduto generalmente da una chemioterapia citoriduttiva
e mobilizzante a base di Ciclofosafamide 2-3 g/m? Nei pazienti che hanno fallito la
mobilizzazione ¢ disponibile, in associazione a G-CSF, anche I’utilizzo di Plerixafor, un
nuovo farmaco che agisce antagonizzando CXCR4 sulle CSE e impedendo quindi il legame
tra CXCR4 e SDF1.

La chemioterapia mieloablativa del trapianto autologo prevede 1’utilizzo di Melfalan 200
mg/m2.

Tentativi di migliorarne I’efficacia con 1’aggiunta del busulfano o del bortezomib non si
sono tradotti in un beneficio sulla sopravvivenza. Lavori precedenti I’epoca dei nuovi farmaci
avevano dimostrato la superiorita del doppio trapianto autologo rispetto al trapianto singolo
in termini di sopravvivenza libera da recidiva, soprattutto nei pazienti che avevano fallito
I’ottenimento di una risposta di elevata qualita (CR o VGPR) dopo il primo trapianto
autologo®™®**%, Il ruolo del secondo trapianto autologo & stato quindi indagato anche in seguito
all’avvento dei nuovi farmaci. Nello studio EMNO2, nei centri che seguivano la policy del
doppio ASCT, i pazienti sono stati assegnati a ricevere 0 VMP o un singolo ASCT (ASCT-1)
o un doppio ASCT (ASCT 2, a circa 3 mesi di distanza) per paragonare in maniera prospettica
il trapianto singolo vs doppio. E emerso che i pazienti che ricevevano un doppio ASCT
avevano una prolungata PFS rispetto a quelli che ricevevano un trapianto singolo (probabilita
di PFS a 3 anni 53.5% vs 44.9%, p=0.036) e, dato rilevante, il doppio trapianto migliorava
I’outcome dei pazienti con citogenetica ad alto rischio (PFS mediana 46 vs 26.7 mesi, p=0.062,
HR 0.59). Dallo stesso lavoro € emerso anche un beneficio sulla OS derivante dal doppio
trapianto (a 3 anni: 89% versus 82%; HR 0.52; P=0.011), anche nei pazienti con stadio ISS
avanzato e citogenetica sfavorevole!*®. Nella metanali pubblicata da Sonneveld e colleghi, nei
pazienti sottoposti a due ASCT dopo regimi comprensivi di Bortezomib e stato dimostrato un
incremento della PFS e dell’OS, soprattutto nel sottogruppo di pazienti ad alto rischio
citogenetico e che non avevano attenuto almeno una CR al termine dell’induzione®’. Nello
studio StaMINA, i pazienti venivano randomizzati a ricevere singolo ASCT versus singolo
ASCT seguito da terapia di consolidamento con Lenalidomide-Bortezomib-Desametasone
(VRD) versus doppio ASCT; tutti e tre i bracci venivano seguiti da terapia di mantenimento

con Lenalidomide. In questo studio i pazienti venivano arruolati dopo aver eseguito una
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terapia di induzione, che poteva essere quindi di vario genere e durata (fino a 12 mesi). |
risultati di questo studio dopo un follow up mediano di 38 mesi non hanno mostrato alcuna
differenza in termini di outcome tra i tre gruppi, riportando una PFS pari a 53.9% vs 57.8% vs
58.5% rispettivamente, e una OS stimata pari a 83.7% vs 85.4% vs 81.8%. Nel valutare questi
dati, pero, bisogna tenere in considerazione il fatto che i regimi di induzione potevano essere
molto variabili, rendendo questo studio difficilmente confrontabile con il trial EMNO2/HO95.
Allo stesso tempo, nello studio StaMINA una grossa percentuale di pazienti aveva ricevuto
un regime di induzione comprensivo di IMIDs, in particolare il 55% dei pazienti aveva
ricevuto VRD, mentre nello studio EMNO02/HO95 la terapia di precedente al trapianto era
costituita da VCD, per cui si potrebbe ipotizzare che 1’utilizzo up-front di un regime piu
efficace e comprensivo di IMiDs possa non determinare un vantaggio nel secondo trapianto
autologo®®®. Tutti questi risultati, tuttavia, risultano ancora preliminari, e non consentono di
prendere una posizione univoca nei confronti del doppio trapianto autologo; inoltre, non ci
sono dati sul beneficio di un doppio ASCT con 1’uso delle quadruplette in prima linea. In base
ai dati attualmente a disposizione, si puo prendere in considerazione di effettuare un secondo
ASCT, a distanza di 3-6 mesi dal primo, nei pazienti che presentano un alto rischio alla

diagnosi.

Terapia di consolidamento

La fase di consolidamento, che inizia circa 2-3 mesi dopo il trapianto autologo, si basa in
genere sulla stessa combinazione di farmaci usata in induzione.

Lo studio EMNO02/H095 ha mostrato un beneficio sulla PFS derivante dal consolidamento;
al follow up mediano di 42 mesi, la terapia di consolidamento con 2 cicli VRd migliorava la
PFS mediana rispetto al braccio senza consolidamento (58.9 vs 45.5 mesi, p=0.014). E
necessario sottolineare pero che la terapia di induzione in questo studio era basata su 4 cicli
di VCd e non VRd o DaraVTd come avviene nella pratica clinica attuale*3,

Anche nel disegno dello studio CASSIOPEIA era prevista una fase di consolidamento post
ASCT con 2 cicli di Dara-VTd e pertanto la pratica clinica attuale e di somministrare 2 cicli
di consolidamento Dara-VTd post ASCT ai pazienti che hanno ricevuto 4 cicli di induzione
Dara-VTd.

Terapia di mantenimento

Nei pazienti che ottengono almeno una risposta parziale, la fase finale della terapia di prima

linea e il mantenimento con lenalidomide (unico farmaco approvato in Italia per questa
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indicazione) fino a progressione o tossicita inaccettabile. La terapia di mantenimento con
lenalidomide offre un vantaggio rispetto al placebo in termini di sopravvivenza libera da
progressione e globale, come dimostrato in 2 grandi trials randomizzati 160161

| principali effetti collaterali della lenalidomide sono le citopenie, la diarrea e I’aumentato
rischio trombotico. Le citopenie, in particolare la neutropenia e la piastrinopenia, vengono
gestite attraverso una riduzione del dosaggio ed eventualmente il ricorso alla stimolazione con
fattore di crescita granulocitario (G-CSF) e raramente portano alla sospensione del farmaco.
La diarrea, cronica, da malassorbimento dei sali biliari, puo essere un effetto collaterale
invalidante per la qualita di vita del paziente e spesso rappresenta la causa per cui il trattamento

viene interrotto.

4.1.2. Pazienti non candidabili a trapianto autologo (ASCT)

Anche nel paziente non eleggibile a trapianto, I’avvento degli anticorpi monoclonali, € in
particolare del Daratumumab ha significativamente migliorato 1’efficacia delle combinazioni
terapeutiche disponibili.

Fino a qualche anno (2019) fa i regimi terapeutici standard per il paziente con NDMM non
eleggibile ad ASCT erano costituiti dalle associazioni Bortezomib-Melfalan-Prednisone
(VMP), terapia a durata fissa di 9 cicli, o Lenalidomide-Desametasone (Rd), terapia
continuativa fino a progressione o tossicita inaccettabile.

La tripletta VMP era stata valutata nello studio di fase III “VISTA” e si era dimostrata
superiore in termini di efficacia alla storica terapia del mieloma nell’anziano basata sulla
doppietta melfalan-prednisone, consentendo di ottenere risposte piu profonde e durature e un
prolungamento sia della PFS che della OS (a 3 anni 68.5% versus 54.0%) 162

La doppietta Lenalidomide-desametasone fino a progressione o tossicita inaccettabile era
invece risultata superiore, in termini di PFS e OS, sia alla combinazione MPT (Melfalan-
Prednisone-Talidomide) che alla stessa Lenalidomide-Desametasone ma per una durata fissa
di 18 cicli 2.

In seguito, sono stati pubblicati diversi trial di fase Il che hanno permesso di ampliare
I’armamentario terapeutico con combinazioni piu efficaci. Un trial di fase 111 (SWOG S0777)
ha confrontato la combinazione VRd (Bortezomib-Lenalidomide-Desametasone) vs Rd in
circa 500 pazienti con NDMM, dimostrando una superiorita del regime a 3 farmaci in termini
di PFS (PFS mediana 41 mesi vs 29 mesi, p=0.003) e OS (OS mediana NR vs 69 mesi;
p=0.0114) 164,
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In base a questi risultati la tripletta VRd ¢ stata approvata dal’EMA nell’aprile 2019 per il
trattamento dei pazienti con MM di nuova diagnosi non eleggibili ad ASCT.

Piu recentemente 2 trials di fase III hanno valutato I’aggiunta del Daratumumab alle
combinazioni standard VMP ed Rd in prima linea.

Il trial di fase 11l ALCYONE ha confrontato, in maniera randomizzata, la tripletta VMP x 9
cicli da sola con la quadrupletta Daratumumab-VMP x 9 cicli seguiti da mantenimento
mensile con Daratumumab fino a progressione. La PFS e risultata significativamente migliore
nel braccio sperimentale con Daratumumab (PFS a 18 mesi pari a 71.6% vs 50.2%, HR 0.50,
p<0.001), con una tossicita ematologica simile e un lieve aumento del tasso di infezionit®®

Un’analisi successiva dello stesso studio, a un follow up mediano di 40 mesi, ha
documentato un beneficio anche in termini di sopravvivenza globale (OS stimata a 36 mesi
78% con DaraVMP vs 67.9% con VMP) e ha confermato la prolungata PFS (PFS mediana
36.4 vs 19.3 mesi per DaraVMP e VMP rispettivamente), senza aumento significativo della
tossicital®®,

Analogamente e stato condotto un trial randomizzato, MAIA, il quale ha confrontato il
trattamento standard con lenalidomide e desametasone con il trattamento sperimentale con
Daratumumab, Lenalidomide, Desametasone (DaraRd), entrambi somministrati fino a
progressione o tossicita inaccettabile. Anche in questo caso I’aggiunta del Daratumumab Si €
tradotta in un netto beneficio sulla PFS (PFS stimata a 30 mesi 70.6% vs 55.6%, HR 0.56,
p<0.001) %7 L’aggiornamento dei dati ad un follow-up mediano di 56.2 mesi ha confermato
il prolungamento della PFS derivante dall’aggiunta del Daratumumab (PFS mediana non
raggiunta NR nel gruppo Dara vs 34.4 mesi nel braccio standard, HR 0.53, p<0.0001). La OS
mediana non e stata raggiunta in nessuno dei due gruppi di trattamento. Non sono emerse
particolari tossicita aggiuntive, eccetto un maggior tasso di neutropenia nel braccio
sperimentale 68,

Sulla base di queste evidenze favorevoli, anche le combinazioni Daratumumab-VMP e
DaraRd sono state approvata dall’EMA (ottobre 2019) e successivamente dall’AIFA nel
trattamento dei pazienti con mieloma di nuova diagnosi non candidabili a trapianto autologo
e rappresentano ad oggi le combinazioni piu utilizzate nella pratica clinica.

In considerazione dei dati emersi dalla letteratura, le linee-guida EHA-ESMO 2021
raccomandano come standard of care (IA) le combinazioni DaraRd, DaraVMP e VRd
(quest’ultima non disponibile in Italia in quanto non approvata AlIFA).

Nei pazienti anziani, fragili, difficili da mobilizzare la terapia Lenalidomide-Desametasone,

con farmaci assunti per os a domicilio, rappresenta una valida alternativa. >3
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Figura 3: Trattamento del Mieloma Multiplo di nuova diagnosi al 2022

LTERAPIA DI PRIMA LINEA]
|

' }
ELEGGIBILE AD ASCT NON ELEGGIBILE AD ASCT
Induzione: Dara-VMP (o VMP)
Dara-VTD x 4
ASCT (Melphalan 200 mg/mq) Dara-Rd (o Rd)

Eventuale consolidamento:
Dara-VTD x 2

Mantenimento:
Lenalidomide

4.2. TERAPIA DEL MIELOMA MULTIPLO RICADUTO-REFRATTARIO
(RRMM)

Nonostante I’introduzione dei “nuovi farmaci” abbia incrementato notevolmente la qualita
della risposta e la durata della remissione, la storia naturale del MM continua ad essere
caratterizzata da inevitabile ripresa di attivita della malattia, che entra nella fase definita
ricaduta/refrattaria, con una progressiva insorgenza di resistenze ai trattamenti farmacologici.

Per MM refrattario si intende una malattia che non ha presentato almeno una risposta
parziale a 3 o piu cicli di terapia anti-mieloma o che ¢ progredita entro 60 giorni dall’ultimo
trattamento. Per MM ricaduto si intende un MM precedentemente trattato che richiede una
nuova terapia di salvataggio dopo un intervallo di remissione parziale o completa di almeno
60 giorni®.

In presenza di una ricaduta/progressione solo laboratoristica senza criteri di danno d’organo
criteri (CRAB o slim-CRAB), il paziente viene seguito con una stretta osservazione nei primi
mesi e il nuovo trattamento viene iniziato quando c’¢ un aumento rapido o significativo dei

parametri laboratoristici di malattia, o alla comparsa di segni molto iniziali di danno d’organo
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(quali riduzione dei livelli sierici di emoglobina o comparsa di lesioni focali alla PET o alla
risonanza magnetica).

Nel mieloma ricaduto/refrattario (RRMM) € importante scegliere la strategia terapeutica
migliore fra le diverse disponibili, tenendo in considerazione tutti i fattori malattia-relati, tra i
quali: qualita e durata della risposta alla precedente terapia, presenza di anomalie
citogenetiche come t(4;14), del(17p) o ampl(1g21), caratteristiche cliniche di alto rischio della
ricaduta e presenza di eventuali tossicita residue dopo la precedente terapia, con particolare
attenzione alla persistenza di neuropatia periferica, trombosi recidivanti e citopenia®®®,

Come terapia di salvataggio € possibile eseguire re-treatment con la stessa molecola
utilizzata nel precedente schema di trattamento, oppure di scegliere tra le numerose strategie
terapeutiche disponibili, e, in alcuni casi, il trapianto autologo di salvataggio.

Fino al 2015, lo standard of care per i pazienti con RRMM dopo almeno una prima linea
era rappresentato dalla combinazione del bortezomib o della lenalidomide con il
desametasone (Vd e Rd rispettivamente).

Tra il 2015 e il 2016 sono stati pubblicati diversi studi di fase 111, prospettici randomizzati,
che hanno dimostrato la superiorita rispetto alla doppietta Rd di uno schema a 3 farmaci
comprendente il backbone Rd e un terzo agente rappresentato da un anticorpo monoclonale:
Elotuzumab (anti-SLAMF7, Elo)!"*'"? Daratumumab (anti-CD38, Dara)'’2"*, o un inibitore
del proteasoma di nuova generazione: Carfilzomib (K)"* o Ixazomib (Ixa)*®.

Come riassunto nella tabella 6, tutti gli studi hanno dimostrato una superiore efficacia, sia
in termini di ORR che di PFS mediana, senza un aumento significativo della tossicita, delle
triplette EloRd, DaraRd, KRd e IxaRd. Per le combinazioni con Elotuzumab e Carfilzomib
¢ riportato un beneficio anche sulla OS, mentre non ¢ stato dimostrato con I’Ixazomib (per il
Daratumumab non ci sono ancora dati maturi). La mediana di linee precedenti era di 2 per
Elo-Rd e KRd e di 1 per DaraRd.
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Tabella 6: principali dati di sopravvivenza e di risposta degli studi ELOQUENT-2,
ASPIRE, TOURMALINE e POLLUX.

ELOQUENT-2 ASPIRE TOURMALINE POLLUX
ELO-Rd vs Rd, KRd vs Rd Ixa-Rd vs Rd Dara-Rd vs Rd
PFS mediana (mesi) 19.4vs 14.9 26.3vs 17.6 20.6 vs 14.7 44.5vs 17.5
HR 0.72, p=0.0005  HR 0.69, p=0.0001 HR 0.74 p=0.01  HR 0.44 p<0.0001
0OS mediana (mesi 0 %) = 48.3m vs 39.6m 73.3% vs 65% @ 24m NR 65% vs 57% @ 42 m
HR 0.82, p=0.04 HR 0.79, p=0.04
ORR (%) 79% vs 66% 87.1% vs 66.7% 78% vs 72% 92.9% vs 76.4%
Pz esposti a 5%-6% 19% 12% 18%

Lenalidomide (%)
Dara: daratumumab, Elo: elotuzumab, HR: hazard ratio, ixa: ixazomib, K: carfilzomib, NR: non raggiunta, ORR: overall
response rate, OS: overall survival, PFS: progression free survival, pz: pazienti, Rd: lenalidomide-desametasone

Sulla base di queste evidenze, le linee-guida EHA-ESMO 2021, raccomandano come terapia
di 2" linea uno tra questi schemi Rd-based nei pazienti che in prima linea hanno ricevuto una
terapia bortezomib-based senza lenalidomide e senza daratumumab (es. VMP o
VTD/VCD+ASCT).

Considerando sia la PFS mediana sia ’Hazard Ratio, la combinazione con il daratumumab
sembra essere la piu efficace (con i limiti di una comparazione tra studi diversi su popolazioni
differenti) e, anche in considerazione della buona tolleranza e della facilita di
somministrazione (il daratumumab e mensile dopo i primi 6 mesi e da poco € disponibile la
formulazione sottocutanea, mentre elotuzumab e carfilzomib sono disponibili unicamente per
via endovenosa) ¢ di fatto la combinazione di scelta e piu utilizzata nella pratica clinica.

La limitazione principale di queste combinazioni &€ che la maggior parte dei pazienti
candidabili a trapianto riceve la lenalidomide di mantenimento e molti pazienti unfit per
trapianto vengono trattati in prima linea con lo schema Dara-Rd, rendendo di fatto sempre piu
numerosa la popolazione di pazienti che progredisce in corso di terapia con lenalidomide,
ossia la popolazione di pazienti “Lenalidomide-refrattari”.

Al di fuori dei trials clinici, le opzioni terapeutiche per i pazienti lenalidomide-refrattari
erano rappresentate fino al 2019 dalle combinazioni Kd (Carfilzomib-Desametasone) e
Daravd (Daratumumab-Bortezomib-Desametasone), preferite al Vd (Bortezomib-
Desametasone) sulla base di due trial randomizzati, ENDEAVOR'® e CASTOR!"’
rispettivamente, che ne avevano dimostrato la superiorita in termini di PFS rispetto al VVd (18.7

vs 9.4 nel Kd vs Vd e 16.7 vs 7.1 nel DaraVd vs Vd). Va sottolineato che questi studi erano
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per pazienti con RRMM, esposti a una mediana di 2 linee precedenti di terapia, € non rivolti
nello specifico alla popolazione dei refrattari alla lenalidomide. Una analisi per sottogruppi
del CASTOR ha riportato una PFS mediana di soli 7.8 mesi con DaraVd (vs 4.9 mesi con Vd)
nei pazienti refrattari alla lenalidomide 178,

Negli ultimi 3 anni sono stati pubblicati 3 trials di fase 11, rivolti a pazienti gia esposti ed
eventualmente refrattari alla lenalidomide, che hanno dato risultati incoraggianti,
configurandosi come nuove opzioni terapeutiche di scelta in questo nel setting, al di fuori dei
trial clinici.

Il primo studio, OPTIMMISM ha confrontato, in maniera randomizzata, la tripletta
Pomalidomide-Velcade-Desametasone (PVd) con la doppietta Vd. | pazienti arruolati
avevano ricevuto una mediana di 2 linee precedenti di terapia, tutti erano stati gia esposti alla
lenalidomide e circa il 70% era lenalidomide-refrattario. La combinazione con la
pomalidomide e risultata superiore con una PFS mediana di 11.2 mesi vs 7.1 mesi per la
combinazione Vd, a spese di un aumentato tasso di neutropenia. Nella popolazione di pazienti
refrattari alla lenalidomide, la PFS mediana é stata 9.5 mesi vs 5.6 mesi, e nei pazienti
lenalidomide-refrattari che ricevevano PVd (o Vd) in seconda linea la PFS mediana e stata di
17.8 mesi vs 9.5 mesi '’°. Sulla base dei risultati incoraggianti di questo, studio la
combinazione PVd ¢ stata approvata dal’EMA nel 2019.

Glialtri 2 studi hanno valutato la doppietta Kd (Carfilzomib-Desametason) o in associazione
ad un anti-CD38, ovvero Daratumumab nello studio CANDOR ed Isatuximab nello studio
IKEMA.

Nello studio multicentrico di fase Il CANDOR, 466 pazienti, con una mediana di 2 linee
precedenti di terapia (range 1-3), sono stati randomizzati (2:1) a ricevere DaraKd vs Kd e ad
un follow-up mediano di circa 17 mesi la PFS mediana e risultata non raggiunta nel gruppo
DaraKd vs 15.8 mesi nel braccio standard Kd (HR 0.63; P=0.0027), senza aumentare in
maniera significativa la tossicita. E da sottolineare che la combinazione DaraKd & risultata
superiore in termini di PFS anche nei pazienti esposti (HR 0.52) o refrattari alla lenalidomide
(HR 0.45). Questa combinazione non € ancora approvata in Italia 18,

Nello studio multicentrico di fase 11l IKEMA, 302 pazienti, con una mediana di 2 linee
precedenti di terapia (range 1-3), sono stati randomizzati (3:2) a ricevere la terapia
sperimentale  Isatuximab-Carfilzomib-Desametasone  (IsakKd) vs terapia standard
Carfilzomib-Desametasone (Kd), con risultati simili: anche in questo caso, con un follow-up
mediano di 20.7 mesi, la PFS mediana é stata non raggiunta nel braccio IsaKd vs 19.15 mesi

nel gruppo di controllo (HR 0.53, p=0.0007), senza un incremento significativo degli eventi
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avversi severi. In questo studio circa 1/3 dei pazienti era refrattario alla lenalidomide, 1/3 era
refrattario al bortezomib e il 20% circa era refrattario ad entrambi. L’analisi per sottogruppi
ha confermato il vantaggio di IsaKd rispetto a Kd anche nei pazienti refrattari a lenalidomide
(HR 0.6) 181,

Sulla base dei dati favorevoli dello studio IKEMA, nel gennaio 2022 1’ AIFA ha approvato
la combinazione Isatuximab-Carfilzomib-Desametasone per il trattamento di pazienti adulti
con mieloma multiplo che hanno ricevuto almeno una terapia precedente.

Le linee guida ESMO-EHA2021 raccomandano come terapia per i pazienti lenalidomide-
refrattari: PVd, DaraKd, IsaKd. Le combinazioni Dara-Kd e Isa-Kd possono essere utilizzate
anche nei pazienti refrattari al bortezomib; come gia specificato, al momento in Italia e

possibile utilizzare solo la seconda combinazione.

Nelle ricadute successive alla prima (terza linea e oltre di terapia) valgono considerazioni
analoghe a quelle fatte in precedenza per la scelta del regime terapeutico da impiegare, €
intuibile che in questo contesto il determinante principale diventa la sensibilita/refrattarieta ai
trattamenti precedenti e le opzioni terapeutiche potenzialmente efficaci diminuiscono.

In particolare, per i pazienti che sono stati esposti o sono refrattari sia al bortezomib che alla
lenalidomide (doppi-refattari, double-refractory) ma che non hanno ricevuto un anti-CD38, le
combinazioni IsaKd e DaraKd (laddove approvato) sono ancora scelte possibili (questa
popolazione era rappresentata negli studi CANDOR e IKEMA).

A queste si aggiungono, dalla terza linea in poi, le combinazioni basata sull’associazione di
un anticorpo monoclonale alla doppietta pomalidomide-desametasone: EloPd (Elotuzumab-
Pomalidomide-desametasone), DaraPd (Daratumumab-Pomalidomide-desametasone) ed
IsaPd (Isatuximab-Pomalidomide-Desametasone); in Italia sono disponibili EloPd ed IsaPd
ma non DaraPd.

La combinazione EloPd é stata testata nello studio di fase 1l ELOQUENT-3, rivolto a
pazienti con RRMM refrattari sia alla lenalidomide che a un inibitore del proteasoma, che
sono stati randomizzati a ricevere EloPd vs Pd. Ad un follow-up di 9.1 mesi, la PFS mediana
e risultata superiore nel braccio sperimentale con Elotuzumab (10.3 mesi vs 4.7 mesi, HR
0.54, p=0.008) 18,

L’Elotuzumab ¢ stato quindi approvato dall’EMA, anche in associazione con pomalidomide
e desametasone per il trattamento di pazienti adulti con mieloma multiplo recidivato e

refrattario che hanno ricevuto almeno due linee di terapia precedenti comprendenti
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lenalidomide e un inibitore del proteasoma e con progressione della malattia durante I’ultima
terapia.

L’associazione IsaPd e stata invece valutata nello studio ICARIA, randomizzato (1:1),
multicentrico di fase 11, in cui sono stati inclusi 307 pazienti con RRMM, esposti ad almeno
2 linee precedenti di terapia comprendenti lenalidomide ed un inibitore del proteasoma e
refrattari a lenalidomide e agli inibitori del proteasoma, da soli o in combinazione. A un
follow-up mediano di 35.3 mesi, la PFS mediana e stata 11.1 mesi nel braccio IsaPd vs 5.9
mesi nel braccio standard Pd (HR 0.60, p<0.0001); anche I’OS mediana ¢ risultata
significativamente superiore nel braccio con isatuximab, pari a 24.6 mesi versus 17.7 mesi
(HR 0.76, p=0.028). Da questo studio erano esclusi i pazienti refrattari ad un anti-CD38. 83

Sulla base di questi dati favorevoli, nel 2022 anche la combinazione IsaPd ¢ stata approvata
dal’EMA (e dall’AIFA), per il trattamento di pazienti adulti con mieloma multiplo recidivato
e refrattario che hanno ricevuto almeno due terapie precedenti, tra cui lenalidomide e un
inibitore del proteasoma, e con progressione della malattia durante I’'ultima terapia.

La combinazione DaraPd ha invece ottenuto 1’approvazione FDA per i pazienti che hanno
fallito>2 linee precedenti di terapia, comprensive della lenalidomide e di un inibitore del
proteasoma, sulla base di uno studio non randomizzato di fase 11 8. Recentemente sono stati
pubblicati i primi risultati dello studio di fase 111 APOLLO, multicentrico, randomizzato (1:1),
di confronto tra la tripletta DaraPd e la doppietta Pd. Lo studio ha incluso pazienti che avessero
ricevuto almeno una linea di terapia precedente, comprendente lenalidomide e un inibitore del
proteasoma, e che in caso di 1 sola linea fossero refrattari alla lenalidomide, mentre sono stati
esclusi i pazienti esposti in precedenza ad un anti-CD38. A un follow-up mediano di 16.9
mesi, la PFS mediana e stata 12.4 mesi nel braccio DaraPd vs 6.9 mesi nel gruppo Pd (HR
0.63) ¥, Sia nel’IKEMA che nell’APOLLO non erano inclusi pazienti esposti ad un anti-
CD38, mentre nell’ICARIA non erano inclusi pazienti refrattari all’anti-CD38.

Sulla base dei dati sopra riportati, le combinazioni Elo-Pd, Isa-Pd, e (laddove approvata)
Dara-Pd, rappresentano dei regimi terapeutici testati ed efficaci nei pazienti con RRMM

double-refractory (refrattari alla lenalidomide e a un inibitore del proteasoma).

TRIPLO-REFRATTARI E PENTA-REFRATTARI

| pazienti che diventano refrattari a un inibitore del proteasoma, un immunomodulante e un

anti-CD38, cioe le 3 principali classi di farmaci utilizzate nel trattamento del MM, sono
definiti “triplo-refrattari” (triple-refractory) e rappresentano una popolazione difficile da

trattare e una sfida terapeutica aperta, con un outcome sfavorevole. Ancor piu complessa, e
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dairisultati spesso deludenti, ¢ la terapia dei pazienti “penta-refrattari” cio¢ i pazienti refrattari
a bortezomib, carfilzomib, lenalidomide, pomalidomide e daratumumab.

| due principali filoni di ricerca si sono concentrati sulla ricerca di nuovi meccanismi
d’azione intracellulari e sulla ricerca di nuovi target espressi sulla superficie delle
plasmacellule.

Il primo ha portato alla sperimentazione del Selinexor, un inibitore dell’esportina, (XPO-
1), una proteina che trasporta altre proteine tra il nucleo e il citoplasma, la cui inibizione
farmaco-mediata trattiene proteine con funzione di oncosoppressori nel nucleo. Selinexor é
stato testato nella popolazione di pazienti triplo-refrattari nello studio STORM, in
associazione al desametasone, e ha consentito di ottenere una ORR del 26%, con una durata
mediana di 4.4 mesi, una PFS mediana di 3.7 mesi ¢ una OS mediana di 8.6 mesi. L’efficacia
e risultata essere modesta, ma e necessario sottolineare che il 68% dei pazienti di questo studio
erano anche penta-refrattari e pesantemente pretrattati (mediana di 7 linee precedenti). La
tossicita extraematologica principale € risultata essere quella gastrointestinale (nausea,
vomito, alterazioni dell’alvo)'®®. Selinexor & stato approvato dal’EMA (non ancora
dall’AIFA) in associazione a desametasone per il trattamento del mieloma multiplo in pazienti
adulti sottoposti ad almeno quattro terapie precedenti e la cui malattia e refrattaria ad almeno
due inibitori del proteasoma, a due agenti immunomodulatori e a un anticorpo monoclonale
anti-CD38, che abbiano dimostrato progressione di malattia durante 1’ultima terapia.

La ricerca di nuovi target si & invece concentrata su marcatori espressi selettivamente dalle
plasmacellule, tra i quali € stata rivolta particolare attenzione a BCMA (B cell maturation
antigen), un recettore extracellulare, espresso quasi esclusivamente dalle plasmacellule sia
normali che mielomatose.

Il primo agente anti-BCMA, introdotto nella in pratica clinica € Belantamab Mafodotin. Si
tratta di un immuno-coniugato ossia un anticorpo monoclonale anti-BCMA, legato a una
tossina, la monometil-auristatina F (MMAF) che viene veicolata selettivamente alle cellule
bersaglio dalla porzione anticorpale e ne induce la morte cellulare per apoptosi, per
interferenza con ’assemblaggio dei microtubuli. Lo studio DREAMM-2 ha mostrato una
risposta in circa il 30% dei pazienti e una PFS mediana di circa 3-4 mesi (2 coorti), anche in
questo caso (come per il Selinexor) in pazienti esposti a una mediana di 7 linee precedenti,
tutti triple-refractory e per la maggior parte anche penta-refractory. La tossicita principale del
Belantamab, oltre a quella ematologica (soprattutto piastrinopenia) € una cherato-
congiuntivite secca, per cui i pazienti vengono sottoposti a controlli oftalmologici regolari #'.

Recentemente, nel luglio 2022, il Belantamab ha ottenuto 1’approvazione dall’AIFA come
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monoterapia per il trattamento del mieloma multiplo nei pazienti adulti che hanno ricevuto
almeno quattro terapie precedenti e la cui malattia risulta refrattaria ad almeno un inibitore del
proteasoma, un agente immunomodulatore e un anticorpo monoclonale anti-CD38, e che
hanno mostrato progressione della malattia durante ’ultima terapia.

Nel trattamento dei pazienti triplo- e penta-refrattari i risultati piu incoraggianti si sono avuti
con i linfociti CAR-T (Chimeric Antigen Receptors T cells) anti-BCMA!® e gli anticorpi
bispecifici o BiTEs (Bispecific T Cell Engagers).

Le cellule CAR-T sono cellule T autologhe o allogeniche progettate geneticamente per
esprimere un recettore chimerico specifico per un antigene associato al tumore espresso sulla
superficie cellulare neoplastica. | recettori CARs sono proteine di fusione artificiali e
comprendono un dominio extracellulare di riconoscimento dell’antigene (scFv) e un dominio
intracellulare di T-cell signaling; a sua volta, il dominio intracellulare comprende una
porzione di attivazione (CD3Zeta) del linfocito T ingegnerizzato e una porzione di co-
stimolazione (CD28, 4-1BB, OX40). Le cellule T prelevate, in seguito a coltura e
proliferazione, vengono modificate geneticamente tramite sistemi retrovirali o lentivirali o
transposomici per esprimere il recettore CAR. Questi linfociti ingegnerizzati, le CAR-Ts,
vengono poi reinfusi nel paziente previa somministrazione di una chemioterapia
linfodepletiva (in genere Ciclofosfamide e Fludarabina). Questo trattamento e pero spesso
gravato da un’importante tossicita, in genere legata alla sindrome da rilascio citochinico
(CRS) o ad una sintomatologia neurologica. L’incontro tra CAR-Ts e I’antigene specifico
espresso dalle cellule tumorali determina una massiccia attivazione T linfocitaria, con elevato
rilascio di IL-6 e IFN-y, provocando ipotensione, iperpiressia, tachicardia, fino allo shock. La
CRS va gestita rapidamente e puo essere trattata con un antagonista del recettore dell’IL-6,
Tocilizumab, e corticosteroidi'®. Sono state sperimentate CAR-Ts dirette contro diversi
antigeni, ma in questo momento nel MM sono in fase avanzata di sperimentazione quelle
dirette contro 1’antigene BCMA (B-cell maturation antigen) o CD269, il quale non é espresso
dalle cellule staminali ematopoietiche e dai tessuti sani ma solo dalle plasmacellule. E stato
condotto da Raje e colleghi uno studio di fase I che si € posto come end point primario la
valutazione della sicurezza della terapia con CAR-Ts diretti contro 1’antigene BCMA, sono
stati arruolati in tale studio pazienti con MMRR che avevano ricevuto almeno tre precedenti
linee di terapia. Nei primi 33 pazienti trattati, la tossicita ematologica € stata il pit comune
effetto avverso di grado Il osservato, tra cui neutropenia (85%), leucopenia (58%), anemia
(45%) e trombocitopenia (45%); la CRS e stata osservata nel 76% dei pazienti, la tossicita

neurologica nel 42%. Il rate di risposta ¢ stato dell’85%, con I’ottenimento di una CR nel 45%
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dei pazienti, la PFS media di 11,8 mesi. Tutti i pazienti che avevano avuto una risposta e in
cui & stato possibile valutare I’'MRD si sono dimostrati MRD-negativi**%!, Un ulteriore
studio di fase I condotto da Cohen e colleghi ha testato 1’utilizzo di CAR-Ts diretti contro
I’antigene BCMA; come effetti avversi sono stati osservati CRS e neurotossicita di grado 3 e
4 nel 32% e 12% dei pazienti rispettivamente. Un paziente € deceduto al giorno 24 per
candidosi e progressione del MM, in seguito al trattamento per CRS ed encefalopatia. E stata
osservata una riduzione dell’espressione di BCMA nelle cellule mielomatose residue dei
pazienti che hanno risposto alla terapia e, al contrario, un loro incremento alla progressione.
La terapia si & dimostrata efficace in pazienti trattati con diverse precedenti linee di terapia®2.
Per concludere, 1’utilizzo dei CAR-Ts risulta essere estremamente promettente, e in futuro
sara necessario effettuare studi di fase III, valutarne 1’impiego anche in fasi meno avanzate di
malattia, per esempio in pazienti ad alto rischio o con ricadute precoci dopo le prime linee di
terapia, e testare CARTS diretti verso differenti antigeni.

Gli anticorpi bispecifici hanno mostrato ottimi risultati sia in termini di risposte profonde,
con tassi di risposte globali (ORR) variabili dal 65% al 79%, sia in termini di sicurezza con
limitata tossicita 1°1%4, La caratteristica degli anticorpi bispecifici & la doppia specificita
antigenica, in modo da favorire I’interazione cellula-cellula; il loro meccanismo d’azione si
basa sul legame tra ’antigene CD3, espresso dai linfociti T del paziente ed un antigene di
superficie espresso dalle cellule neoplastiche mielomatose, creando una sinapsi
immunologica. Questa interazione cellulare porta all’attivazione delle cellule T, le quali
rilasciano sostanze citotossiche, tra cui il granzima B e le perforine, che, a loro volta, portano
all’attivazione della cascata apoptica all’interno delle PC neoplastiche e, di conseguenza, alla
morte cellulare.

Gli anticorpi bispecifici ad oggi sviluppati e studiati sono diretti sia contro il BCMA
(Teclistamab, Elranatamab)!®3, sia contro nuovi target, quali GPRC5D *°! (Talquetamab) e
FcRH5 (Cevostamab).
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5. RAZIONALE DELLO STUDIO

Una condizione che caratterizza il Mieloma Multiplo e le altre discrasie plasmacellulari &
quella di presentare una elevata eterogeneita intraclonale. | diversi cloni, che presentano
differenti anomalie genomiche, competono tra di loro per le risorse limitate del microambiente
midollare, il quale svolge un ruolo cruciale nel supporto della crescita tumorale,
nell’acquisizione di meccanismi di resistenza all’apoptosi e nella farmacoresistenza. Tali
subcloni presentano un’eterogeneita genomica spaziale, che tende a modificarsi con
’evoluzione del Mieloma Multiplo!®. Il MM & considerato ancora oggi una patologia
incurabile, e la sua storia naturale ¢ caratterizzata dall’alternanza di periodi di remissione
seguiti inevitabilmente da ricaduta di malattia. Negli ultimi 15 anni il trattamento del MM e
stato rivoluzionato, aumentando significativamente ’aspettativa di vita dei pazienti, grazie
all’introduzione dei novel agents, ovvero nuove classi di farmaci che agiscono sui subcloni
nel loro microambiente midollare. In considerazione della loro efficacia, tali farmaci sono stati
combinati tra di loro, determinando un drammatico miglioramento del rate di risposte alle
terapie e della loro profondita, fino a portare all’ottenimento di una negativita della malattia
minima residua (MRD) a livello del midollo osseo, valutato con aspirato “single site” testato
con next generation flow cytometry (NGF) o tecniche di sequenziamento (NGS), e a livello
0sseo o0 extramidollare, valutato con la diagnostica per immagini. La necessita di ricercare la
MRD ¢ nata dall’evidenza che nonostante la maggior parte dei pazienti raggiungessero una
remissione completa, o addirittura una risposta completa stringente, molti tendessero
comungue a ricadere, a sottolineare la presenza di una quota di cellule neoplastiche persistenti,
intra o extramidollari, non rilevabili mediante le tecniche standard.

Determinare una negativita della MRD dentro e fuori dal midollo é attualmente considerato
il piu potente predittore di un outcome favorevole a lungo termine, e probabilmente
rappresentera la principale guida alle scelte terapeutiche in un prossimo futuro. La valutazione
mediante aspirato midollare “single site”, pero, presenta alcuni limiti, tra cui il fatto che si
tratti di una manovra invasiva e che possa non essere rappresentativo della reale massa
neoplastica, considerando la nota eterogeneita spaziale che caratterizza il MM. Sulla base di
questo, attualmente sono in corso numerose ricerche volte ad esplorare metodi alternativi per
testare la malattia minima residua nel MM. Queste tecniche, per poter essere utilizzate con
questo scopo, devono essere semplici, facilmente ripetibili, affidabili, e in grado di
rappresentare 1’eterogeneita spaziale. Una strategia potenzialmente promettente, ma ancora
scarsamente esplorata nel Mieloma Multiplo, é rappresentata dalla biopsia liquida (o liquid
biopsy). Tale tecnica sarebbe potenzialmente in grado di superare un’eventuale discordanza
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tra campioni tissutali (come la biopsia midollare) e di ridurre la necessita di eseguire esami
invasivi. La fattibilita di tale tecnica nel Mieloma Multiplo & gia stata precedentemente
dimostrata, ma il suo ruolo nel determinale ’'MRD rimane ancora poco indagato. L’obiettivo
del presente progetto € stato quello di valutare il ruolo della biopsia liquida nel caratterizzare
la malattia alla diagnosi da un punto di vista qualitativo e quantitativo e nell’identificare la
presenza di una malattia minima residua, mettendola a confronto con le metodiche attualmente

validate, ovvero la biopsia midollare e le metodiche di imaging quali la PET-CT.

6. OBIETTIVI DELLO STUDIO

Il presente studio si pone I’obiettivo di fornire 1 fondamenti per impostare una strategia
diagnostica innovativa e non invasiva per monitorare la MRD, basata sull'impiego di biopsie
liquide. Lo studio include pazienti di nuova diagnosi, sia con Mieloma Multiplo attivo, che
con HR-SMM (MM smouldering ad alto rischio), come definito dall'International Myeloma
Working Group®®.

OBIETTIVI PRIMARI

- Verificare la fattibilita di una metodica di monitoraggio innovativa e non invasiva: la
biopsia liquida.

OBIETTIVI SECONDARI

- Monitorare la taglia di malattia nel midollo e nel sangue periferico

- Migliorare la conoscenza delle caratteristiche del MM tramite informazioni qualitative

e quantitative

7. DISEGNO DELLO STUDIO

Il presente € uno studio prospettico interventistico che prevede la raccolta di campioni
biologici e dati clinici nell’ambito del progetto di ricerca AIRC 1G2018 dal titolo
“StreaMMing: the dynamics of Multiple Myeloma minimal residual disease in the peripheral
blood stream”. 1l progetto si divide in tre fasi: una descrittiva, una applicativa ed una analitica.

o Nella fase descrittiva sono stati identificati i pazienti con MM attivo di huova diagnosi

candidati ad un trattamento di prima linea comprensivo di chemioterapia ad alte dosi, e con
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MM smouldering ad alto rischio candidati unicamente a monitoraggio clinico. Per definire la
malattia dal punto di vista qualitativo e quantitativo al momento dell’ingresso nello studio, €
stato prelevato sia il midollo che il sangue periferico, per valutare il numero di sequenze di
geni delle catene pesanti delle immunoglobuline monoclonali specifiche (IgH), da utilizzare
come riferimento comparativo per il monitoraggio successivo della malattia residua. La quota
di malattia é stata definita in ciascun paziente mediante le seguenti analisi:

- analisi molecolare del riarrangiamento del gene delle IgH eseguendo uno screening
mediante Next Generation Sequencing (NGS) del clone midollare

- stimando la frazione tumorale di cfDNA (DNA libero circolante) valutando la
presenza di alterazioni del numero di copie (CNA) all'interno di cfDNA, valutato mediante
Ultra Low Pass Whole Genome Sequencing (ULP-WGS).

e  Nella fase applicativa ci si ¢ concentrati sulla valutazione dell’evoluzione dinamica
delle cellule patologiche, correlata 0 meno al trattamento, sia nel midollo che nel flusso
sanguigno, monitorando i pazienti identificati nella prima fase. Tutti i pazienti con MM attivo
inclusi nella prima fase sono stati monitorati longitudinalmente sia in corso di induzione e
intensificazione, sia in corso di terapia di mantenimento, con lo scopo di identificare la
strategia piu affidabile per rilevare la malattia residua nel midollo e nel sangue periferico, e
per identificare i timepoints piu informativi per la valutazione della MRD. Questi pazienti
sono stati sottoposti a prelievo di sangue periferico ogni mese e biopsia midollare prima del
trapianto autologo di cellule staminali, prima della terapia di mantenimento, e
successivamente ogni 6 mesi fino a progressione; nei pazienti che non sono stati sottoposti ad
ASCT é stata eseguita una biopsia midollare ogni 6 mesi fino a progressione. Per quanto
riguarda i pazienti con HR-SMM, é stato intrapreso un monitoraggio ogni tre mesi sul sangue
periferico per indagare 1’utilizzo della biopsia liquida eseguita in modo seriato per prevedere
la progressione a MM. Il monitoraggio della frazione tumorale di cfDNA é avvenuto mediante
ULP-WGS, il monitoraggio su biopsia midollare € avvenuto mediante analisi NGS del gene

delle IgH, utilizzando il marcatore paziente-specifico identificato al baseline.

o La fase analitica prevedeva l'integrazione dei risultati derivati dalle precedenti fasi al
fine di valutare la presenza di una concordanza generale tra le due diverse biopsie (ovvero
BM o PB), oppure una significativa discordanza. Riscontrare una concordanza generale
potrebbe supportare I'impiego di solo una delle due tecniche, e in questo caso la liquid biopsy

potrebbe essere favorita in considerazione della maggior fattibilita e minor invasivita; in caso
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di discordanza tra i risultati si potrebbe pensare alla necessita di integrare i due tipi di indagini,
che potrebbero dimostrarsi complementari e insieme fornire una valutazione piu completa del

quadro della malattia del singolo paziente.

8. MATERIALI E METODI
8.1. CRITERI DI ELEGGIBILITA

| criteri di inclusione erano i sequenti:

1. Pazienti con MM attivo

Eta >18 anni;

— MM attivo di nuova diagnosi e mai trattato precedentemente;

— MM sintomatico®! e misurabile agli esami di laboratorio (CM sierica > 0.5-1 g/dL o
urinaria > 200 mg/24 ore 0 rapporto delle catene leggere libere sieriche sbilanciato con catena
coinvolta >100 mg/L);

—  Karnofsky performance status maggiore o uguale a 60% o ECOG minore o uguale a
2;

2.  Pazienti con HR-SMM

—  Eta =18 anni;

—  SMM di nuova diagnosi mai trattato precedentemente

—  Assenza di criteri di sintomaticita secondo la definizione del’IMWG del 2014 8!

- SMM ad alto rischio secondo la definizione del’IMWG del 2020

8.2. CRITERI DI ESCLUSIONE

—  Pazienti non in grado di comprendere e firmare il Consenso Informato;

—  Diagnosi di Amiloidosi AL o leucemia plasmacellulare;

—  Positivita per HIV o epatite A attiva, o infezione da epatite B o C;

—  Plasmacellule < 3% a livello midollare, valutate con citometria a flusso (per assicurare

la raccolta di campioni di buona qualita);

8.3. CRITERI DI VALUTAZIONE DELLA RISPOSTA ALLA TERAPIA
La risposta al trattamento viene valutata mediante i criteri dell’International Myeloma

Working Group (IMWG) aggiornati da Kumar e Colleghi®.
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Remissione completa (CR):

Immunofissazione sierica ed urinaria negativa e scomparsa di qualunque plasmocitoma dei
tessuti molli e < 5% di plasmacellule midollari. Nei pazienti in cui 1’'unico metodo per
misurare la malattia ¢ attraverso i livelli di sFLC la risposta completa ¢ definita da un normale
SFLCR (da 0,26 a 1,65)

Remissione completa stringente (SCR):

CR (come definita sopra) piz FLC ratio normale e assenza di plasmacellule clonali nel
midollo in immunoistochimica o immunofluorescenza)

Very good partial response (VGPR):

CM sierica e urinaria rilevabile con immunofissazione ma non con elettroforesi o riduzione
della CM sierica > 90% piu urinaria < 100 mg/24h. Nei pazienti in cui I’unico metodo per
misurare la malattia é attraverso i livelli di SFLC e definita da una diminuzione >90% nella
differenza tra la catena leggera coinvolta e la catena leggera non coinvolta.

Risposta parziale (PR):

Riduzione della CM sierica > 50% ed wurinaria >90% o <200 mg/24h
Se la CM sierica ed urinaria non sono misurabili, ¢ richiesta una riduzione > 50% della
differenza fra i livelli di FLC coinvolte e non coinvolte

Se la CM sierica ed urinaria e FLC non sono misurabili, ¢ richiesta una riduzione > 50%
delle plasmacellule midollari (purche I’infiltrazione midollare al baseline fosse > 30%)

In aggiunta ai criteri sopra elencati, ¢ richiesta una riduzione > 50% delle dimensioni dei
plasmocitomi dei tessuti molli se presenti al baseline

Risposta minima (MR):

Riduzione della CM sierica > 25% ma < 50% e Riduzione della CM urinaria del 50-89%

Se presente Plasmocitoma: riduzione della massa del 25-49%.

Non aumento delle dimensioni e del numero di lesioni litiche ossee (aumento della frattura
da compressione non esclude risposta

Progressione (PD):

Aumento del 25% del valore piu basso raggiunto di:

. CM sierica (con aumento assoluto di almeno 500 mg/dL, o 1g/dL se la CM minima
era >5g/dL) e/o

. CM urinaria (con aumento assoluto di almeno 200 mg/24h)

. Se CM non misurabile, differenza tra le sFLC (di almeno 100 mg/dL)

Se anche le sFLC non sono dosabili, percentuale di plasmacellule midollari (I’aumento

assoluto deve essere >10%).
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Comparsa di nuove lesioni ossee o di plasmocitoma o aumento delle lesioni preesistenti
Aumento della calcemia (Ca2+ sierico corretto >11,5 mg/dL) attribuibile unicamente al

disturbo proliferativo delle plasmacellule.

Anche la malattia minima residua viene definita mediante i criteri dell’International
Myeloma Working Group (IMWG) aggiornati da Kumar e Colleghi %; il presente studio
prevedeva una valutazione della MRD a livello midollare mediante next generation
sequencing (NGS).

MRD negativa al sequenziamento:

Assenza di plasmacellule clonali a livello midollare mediante NGS ottenute dal
sequenziamento del DNA midollare) utilizzando la piattaforma LymphoSIGHT (o metodo
equivalente validato) con una sensibilita minima pari o superiore a 1 su 10° cellule nucleate.

MRD negativa anche all’imaging:

MRD-negativita mediante NGF o NGS associata alla scomparsa di ogni area di aumentata
captazione del radiotracciante riscontrata alla diagnosi o ad una PET/CT precedente, con un
SUV inferiore a quello riscontrato nel mediastino o nei tessuti normali (DS<4).

MRD negativa sostenuta:

MRD negativita a livello midollare (mediante) e alla PET-CT total body con FDG,

confermata per almeno 1 anno.

8.4. DEFINIZIONE DEGLI ENDPOINTS “TIME-TO-EVENT”

Come variabili time-to-event sono state valutate®’:

- PFS (progression free survival, sopravvivenza libera da progressione): intervallo tra
I’inizio della terapia e la progressione di malattia o la morte;

- OS (overall survival, sopravvivenza globale): definito come tempo tra I’inizio del

trattamento e la morte.
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9. ANALISI STATISTICA

La presente analisi e stata condotta per intenzione di trattamento (intention to treat: ITT) e
mediante R-Studio (versione R v.3.3 e versione R-Studio 4.3) o successiva (R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria).

Per I’analisi descrittiva le variabili numeriche sono state riportate attraverso la mediana e il
relativo range interquartile (IQR), mentre le variabili qualitative o categoriche sono state
espresse con la loro frequenza assoluta e percentuale.

La relazione tra le variabili categoriche come le risposte e le terapie € stata valutata mediante
"uso del test di indipendenza Chi-22 o Fisher-Exact test come piu appropriato. Inoltre, per il
confronto delle mediane tra gruppi é stato utilizzato il test non-parametrico Kruskal Wallis.

Per I’analisi di sopravvivenza sono state prodotte le curve di sopravvivenza Kaplan-Meier
per osservare graficamente le differenze tra gruppi per endpoints time to event. Le differenze
sono state testate attraverso il Log-Rank test per identificare differenze significative tra le
sopravvivenze dei gruppi confrontati.

Con il modello di regressione semi-parametrica di Cox sono stati prodotto gli Hazard Ratio
(HR), per poter quantificare il rischio relativo di un gruppo rispetto al baseline.

Per tutti i test e le analisi statistiche il limite di significativita é stato fissato a 0.05.
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10. RISULTATI

10.1. CARATTERISTICHE DEI PAZIENTI

Nel presente studio sono stati sottoposti a screening 73 pazienti, 14 sono stati esclusi dal
protocollo per screening failure; di questi, 4 pazienti sono stati esclusi a causa di un campione
midollare o di sangue periferico non valutabile (4/73, 5%).

Sono stati arruolati 59 pazienti, di cui 52 con MM attivo e 7 con HR-SMM. Nel corso del
follow-up, 4 pazienti con HR-SMM hanno mostrato una progressione di malattia e sono quindi
stati inclusi, a partire da quel momento, tra i pazienti con MM attivo, che di conseguenza in
totale risultano essere 56. Per quanto riguarda i pazienti con MM attivo, 32 sono di sesso
maschile e 24 di sesso femminile, 1’eta mediana ¢ pari a 63 anni. L’isotipo del MM ¢ risultato
essere 1gG in 40 pazienti, IgA in 8 pazienti e bence jones in 8 pazienti. Lo stadio ISS é risultato
essere pari a 1 in 30 pazienti, 2 in 17 pazienti e 3 in 8 pazienti. L’analisi FISH ¢ risultata
valutabile in 48 pazienti, e in 14 e risultata ad alto rischio per la presenza di t(4;14) o t(14;16)
e/o di del(17). Lo stadio R-ISS e stato valutabile in 50 pazienti, ed é risultato pari a 1 in 23
pazienti, 2 in 25 pazienti e 3 in 2 pazienti. Per quanto riguarda I’imaging, la PET-CT total
body con FDG e stata eseguita in tutti i pazienti al baseline, ed é risultata positiva in 42
pazienti (75%); la MRI del rachide in toto con mdc e stata eseguita in 49 pazienti, ed e risultata
positiva in 37 pazienti (76%). Relativamente alla PET-CT, undici pazienti (pari a 20%) hanno
mostrato delle lesioni paramidollari, mentre in 5 pazienti (9%) sono state riscontrate lesioni
extramidollari.

Per quanto riguarda i 7 pazienti con HR-SMM, 5 sono di sesso maschile e 2 di sesso
femminile, 1’eta mediana ¢ di 66 anni. In 5 pazienti I’isotipo ¢ IgG, in 1 paziente IgA e in 1
paziente bence jonce. Lo stadio ISS e lo stadio R-ISS sono risultati valutabili in 5 e 4 pazienti,
rispettivamente, ed in tutti i casi € risultato paria 1. La FISH é risultata valutabile in 6 pazienti
ed ha mostrato alterazioni ad alto rischio in 1 paziente per la presenza di t(4;14).

Le principali caratteristiche cliniche dei pazienti sono riassunte nelle tabelle 7A e 7B, nella
tabella 8 sono riassunte le principali caratteristiche relative alla PET-CT total body con FDG

nei pazienti con MM attivo.
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Tabella 7: A. Caratteristiche dei pazienti con MM Attivo; B. caratteristiche dei pazienti con
HR-SMM

A.

Pazienti con MM Attivo (pts) Numero (%)
N° pazienti 56
Eta (anni) mediana [IQR] 63 [59-66]
Sesso: M/F 32 (57) /24 (43)
Isotipo MM - 1gG 40 (72)

- 1gA 8 (14)

- BJ 8 (14)
Hb (g/dL), mediana [IQR] 12.05[10.28-13.35]
Plt (x10°/L), mediana [IQR] 242 [180-284]
Creat (mg/dL), mediana [IQR] 0.86 [0.72-1.11]
Clearance creat (ml/min), mediana [IQR] 87.5 [68.8-98]
LDH (U/L), mediana [IQR] 167 [143-194]
Beta2m (mg/L), mediana [IQR] 2.85 [2-4.18]
Calcio (mg/dL), mediana [IQR] 9.5 [9-9.9]
ISS (valutabile in 55 pts) - 30 (55)

-1l 17 (30)

- 8 (15)
R- ISS (valutabile in 50 pts): - 23 (46)

-1l 25 (50)

- 2 (4)
FISH (valutabile in 48 pts): - Standard 34 (71)

- Alto rischio* 14 (29)

- t(4;14) 9(19)

- 1(14;16) 2(4)

- Del(17p) 2(4)

- t(14;16) + Del(17p) 1(2)
PET-CT con FDG: positiva/negativa 42 (75) / 14 (25)
MRI del rachide con gadolinio (valutabile in 49 pts): 37 (76) /12 (24)
positiva/negativa

Beta2m: beta2microglobulina, Creat: creatinina, F: femminile, Hb: emoglobina, ISS: International Staging System, M:
maschile, MM: mieloma multiplo, MRI: risonanza magnetica nucleare, N: numero, PIt: piastrine, pts: pazienti, R-ISS:
Revised International Staging System. *: presenza di del(17p) e/o t(4;14) e/o t(14;16).
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B

Pazienti con HR-SMM (pts)

Numero (%)

N° pazienti

7

Pazienti evoluti a MM attivo

4(57)

Eta (anni) mediana [IQR]

66 [61.5-70.5]

Sesso: M/F 5(71) /2 (39)
Isotipo MM - IgG 5(71)

- 1gA 1(14)

-BJ 1(14)

Hb (g/dL), mediana [IQR]

13.9 [12.4-14.2]

PIt (x10°/L), mediana [IQR]

260 [153-268]

Creat (mg/dL), mediana [IQR]

0.77 [0.7-0.95]

Clearance creat (ml/min), mediana [IQR]

90 [76-95.5]

LDH (U/L), mediana [IQR]

171 [146-180]

Beta2m (mg/L), mediana [IQR] 3.0[2.1-3.1]
Calcio (mg/dL), mediana [IQR] 9.7 [9.4-9.4]
ISS (valutabile in 5 pts) - 5(100)
R- ISS (valutabile in 4 pts): - 4 (100)
FISH (valutabile in 6 pts): - Standard 5(83)

- Alto rischio* 1(17)

- t(4;14) 1(17)
PET-CT con FDG: positiva/negativa 0/7(100)
MRI del rachide con gadolinio : positiva/negativa 0/7(100)

Beta2m: beta2microglobulina, Creat: creatinina, F: femminile, Hb: emoglobina, ISS: International Staging System, M:
maschile, MM: mieloma multiplo, MRI: risonanza magnetica nucleare, N: numero, Plt: piastrine, pts: pazienti, R-ISS:
Revised International Staging System. *: presenza di del(17p) e/o t(4;14) e/o t(14;16).
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Tabella 8: PET-CT total body con FDG nei pazienti con MM attivo

PET-CT con FDG in pts con MM Attivo Numero (%)
PET-CT con FDG: positiva/negativa 42 (75) / 14 (25)
N° di lesioni focali -1-5 19 (45)

-6-10 4 (10)

>10 19 (45)
BM DS, mediana [IQR] 3(2-4)
BM Suv max, mediana [IQR] 3.5(1-4.2)
FL DS, mediana [IQR] 4(4-5)
FL Suv max, mediana [IQR] 5.2(4.6-7.5)
Lesioni Paramidollari si/no 11 (20) / 45 (80)
Lesioni Extramidollari si/no 5(9)/51(91)

BM: midollo osseo, BM DS: Deauville score midollare, FL: lesioni focali, FL DS: Deauville score a livello delle lesioni
focali, N: numero, Pts: pazienti, SUV max: standardized uptake value massimo

10.2. CARATTERISTICHE BIOLOGICHE BASALI

Per definire la malattia al momento dell’ingresso nello studio, a tutti i pazienti ¢ stato
prelevato un campione di aspirato midollare, che rappresenta il gold standard per
I’identificazione ¢ il monitoraggio della MRD, dal quale sono state isolate le plasmacellule
CD138+.

Su questa popolazione cellulare, € stato possibile identificare con successo il clonotipo
paziente-specifico mediante il sequenziamento dei geni IGH e IGK delle immunoglobuline in
54/56 pazienti con MM attivo e in 7/7 pazienti con HR-SMM, che permettera di monitorare
la MRD nei successivi time-points (ogni 6 mesi su BM per i pazienti con MM attivo che
iniziano un trattamento). Parallelamente, é stato analizzato anche un campione di sangue
periferico con 'obiettivo di caratterizzare la biopsia liquida come DNA libero circolante
(cfDNA).

La caratterizzazione genomica del cfDNA é avvenuta mediante Ultra Low Pass-Whole
Genome Sequencing (ULP-WGS) che permette di identificare le alterazioni di copy number
(CNAs) sia nel clone plasmacellulare midollare che nel cfDNA. Per creare le librerie da
sequenziare mediante Illumina NextSeq 500, é stato utilizzato un range tra 1 e 10 ng sia per il

clone midollare che per il cfDNA. Per tutti i pts con MM attivo e con HR-SMM é stato
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possibile determinare la frazione tumorale (TF) (soglia minima di identificazione prevista dal
software di analisi: 3%). Dal punto di vista quantitativo la TF del cfDNA (cfDNA TF) nel
sangue periferico € risultata significativamente inferiore rispetto al DNA plasmacellulare a
livello midollare (gDNA TF), con una mediana nei pazienti con MM attivo di 4.64% vs 58.0%
(p<0.0001), rispettivamente, e nei pazienti con HR-SMM di 3.63% e 53.66% (p=0.025),
rispettivamente.

Dal punto di vista qualitativo, i profili genomici nei due compartimenti, periferico e
midollare, hanno mostrato una concordanza nelle alterazioni di copy number (CNAS) nella
maggior parte dei pazienti (48/56; 86%). Tuttavia, in 8 pazienti (8/56; 14%) con MM attivo
abbiamo riscontrato un profilo genomico differente tra cfDNA e plasmacellule midollari;
infatti, la sovrapposizione dei loro profili genomici ha messo in evidenza una serie di CNA,

sia delezioni che amplificazioni, presenti esclusivamente nel cfDNA oppure nel midollo.

10.2.1. Divisione dei pazienti sulla base di un cut-off di cfDNA TF

Analizzando un gruppo piu ampio di 105 pazienti con MM attivo all’esordio, comprensivo
anche dei pazienti del presente studio e con caratteristiche simili, & stato possibile identificare
un valore di cut-off di TF del cfDNA, pari a 9%, in grado di predire in modo statisticamente
significativo la PFS (progression free survival). Dei 105 pazienti analizzati, 39 avevano una
cfDNA TF > 9% e 66 una cfDNA TF <9%; la PFS mediana é risultata pari a 21 versus 42
mesi (p=0,0005), rispettivamente. Le principali caratteristiche dei pazienti sono riassunte nella

tabella sottostante.
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Tabella 9: Caratteristiche dei pazienti analizzati per identificare il cut-off di TF cfDNA

Pazienti con MM Attivo (pts) Numero (%)
N° pazienti 105
Eta (anni) mediana [IQR] 66 [60.5-72]
Sesso: M/F 63 (60) / 42 (40)
Isotipo MM - 1gG 63 (60)

- IgA 20 (19)

-BJ 20 (19)

-1gD /1gM 2(2)
Hb (g/dL), mediana [IQR] 11.5[9-13]
Plt (x10°/L), mediana [IQR] 236 [177-288]
Creat (mg/dL), mediana [IQR] 5[2.5-5.5]
LDH (U/L), mediana [IQR] 169 [143-211]
Beta2m (mg/L), mediana [IQR] 3 [2-4]
Albumina (g/dL), mediana [IQR] 4 [4-4]
ISS (valutabile in 95 pts) - 48 (50)

-1l 26 (27)

- 21 (23)
R- ISS (valutabile in 84 pts): - 35 (42)

-l 38 (45)

- 11 (13)
FISH (valutabile in 88 pts): - Standard 70 (80)

- Alto rischio* 18 (20)

- t(4;14) 13 (15)

- t(14;16) 1(1)

- Del(17p) 4 (4)

Beta2m: beta2microglobulina, Creat: creatinina, F: femminile, Hb: emoglobina, ISS: International Staging System, M:
maschile, MM: mieloma multiplo, N: numero, PIt: piastrine, pts: pazienti, R-ISS: Revised International Staging System. *:
presenza di del(17p) e/o t(4;14) elo t(14;16).
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Figura 4: Distribuzione dei valori di TF per categorie ottenute dall’analisi di 105 pazienti e

grafico della statistica di Log-Rank per tutti i valori di TF, massimizzata per un cutpoint pari
a 9%.
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Figura 5: Curve di PFS nei pazienti analizzati per identificare il cut-off con cfDNA TF

elevata (> 9%) o bassa (<9%)
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Per quanto riguarda i pazienti del presente progetto, 20 pazienti (36%) con MM attivo e 1

paziente (14%) con HR-SMM hanno mostrato una cfDNA TF elevata secondo questo cut-off.

Nelle tabelle 10A e 10B sono riassunte le principali caratteristiche biologiche al basale dei
pazienti con MM attivo (A) e HR-SMM (B).
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Tabella 10: Caratteristiche biologiche basali dei pazienti con MM Attivo (A) e con HR-

SMM (B)
A.
Pazienti con MM Attivo (pts)
gDNA TF Basale, Mediana [IQR] 58.0[30.91-76.75]
cfDNA TF Basale, Mediana [IQR] 4.64 [1.93-12.3]
cfDNA TF Basale alto/basso, N (%) 20 (36) / 35 (64)
Profilo genomico discordante/concordante, N (%) 8(14)/ 48 (86)

cfDNA,; DNA libero circolante, gDNA: DNA genomico midollare, N: numero

B.
Pazienti con HR-SMM (pts)
gDNA TF Basale, Mediana [IQR] 53.66 [30.99-66.75]
cfDNA TF Basale, Mediana [IQR] 3.63[1.15-4.22]
cfDNA TF Basale alto/basso, N (%) 1(14)/6(86)
Profilo genomico discordante/concordante, N (%) 0(0) /7 (100)

cfDNA,; DNA libero circolante, gDNA: DNA genomico midollare, N: numero

La cfDNA TF é risultata essere piu elevata in modo statisticamente significativo nei pazienti
con ISS3 rispetto ai pazienti con ISS1 o 2, con una mediana pari a 15.68% vs 4.58%,
rispettivamente (p=0.043). Tutte le altre caratteristiche di rischio al basale non si sono
dimostrate correlate con la frazione tumorale a livello periferico, né a livello midollare. La
cfDNA TF e risultata sovrapponibile nei pazienti senza lesioni focali alla PET-CT rispetto ai
pazienti che presentavano lesioni focali, ma si e evidenziata una cfDNA TF mediana
significativamente piu elevata nei pazienti con DS delle lesioni focali pari a 5 rispetto a DS
paria 30 4 (TF mediana 13.78% vs 3.0%, p=0.020). Si &€ evidenziata anche una correlazione
tra cfDNA TF e Deauville Score a livello midollare (p=0.020). Inoltre, é stata riscontrata una
cfDNA TF mediana tendenzialmente piu elevata nei pazienti con malattia extramidollare, pari
a 33.02% vs 4.64% (p=0.69), seppur in assenza di una significativita statistica a causa della

piccola numerosita del campione.
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Figura 6: A. cfDNA TF nei pazienti con stadio ISS 1 e 2 vs ISS 3; B. cfDNA TF nei pazienti
con presenza lesioni extramidollari alla PET-CT rispetto ai pazienti con assenza di lesioni
extramidollari; C. cfDNA TF nei pazienti con DS a livello delle lesioni focali pari a 5 vs 3-4.
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Analizzando la distribuzione dei pazienti con cfDNA TF superiore o inferiore al cut-off di
9% relativamente alle caratteristiche cliniche basali, non sono emerse differenze

statisticamente significative.

10.3. TERAPIA, RISPOSTA E MONITORAGGIO MRD

| pazienti con MM attivo hanno iniziato un trattamento di prima linea con differenti schemi
terapeutici: trattamenti standard (tripletta bortezomib-based o tripletta comprensiva di
anticorpo monoclonale anti-CD38 daratumumab) o sperimentali all’interno di protocolli
clinici (triplette basate sull’inibitore del proteasoma di prima o seconda generazione,
bortezomib o carfilzomib, o quadruplette con I’aggiunta di anticorpo monoclonale anti-CD38,
all’interno dei protocolli EMN17/PERSEUS, EMN18 e EMN24/ISKIA). Le terapie intraprese

nello specifico sono riassunte nella tabella sottostante.
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Tabella 11: Terapia nei pazienti con MM attivo

TERAPIA Numero (%)
Terapia di Induzione 56 (100)
VTD 21 (37)
VCD 2(4)
VRD 4(7)
KRD 3(5)
DaraVTD 2(4)
DaraVRD 3(5)
DaraVCD 16 (29)
IsakRD 2(4)
DaraRd (terapia continuativa 3(5)

N cicli mediano (range) 4(3-6)
ASCT 42 (75)
ASCT singolo 32 (76)
ASCT doppio 10 (24)
Terapia di Consolidamento 22 (39)
VTD 4 (18)
VRD 3(14)
KRD 3(14)
DaraVRD 3 (14)
DaraVCD 8(36)
IsakRD 1(4)

N cicli mediano (range) 2(1-4)
Terapia di mantenimento 37 (66)
Lenalidomide 9 (24)
Dara-lenalidomide 3(8)
Bortezomib 1(3)
Ixazomib 9 (24)
Dara-ixazomib 11 (30)
IsakRD ligh 1(3)
KRD light 3(8)
Durata mediana, mesi [IQR] 10.9 [3.7-18.9]

ASCT: trapianto autologo di cellule staminali, Dara: daratumumab, DaraRd: daratumumab — Ienalidomide — desametasone,
DaraVCD: daratumumab — bortezomib — ciclofosfamide — desametasone, DaraVRD: daratumumab — bortezomib —
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lenalidomide — desametasone, DaraVTD: daratumumab — bortezomib — talidomide — desametasone, IsakKRD: isatuximab -
carfilzomib — lenalidomide — desametasone, 1sakRD light: IsakKRD a dosaggio alleggerito, KRD: carfilzomib — lenalidomide
— desametasone, KRD light: KRD a dosaggio alleggerito, N: numero, VCD: bortezomib - ciclofosfamide — desametasone,
VRD: bortezomib — lenalidomide — desametasone, VTD: bortezomib — talidomide — desametasone.

Ventitre pazienti sono stati trattati con una tripletta standard bortezomib-based, ovvero
secondo schema VTD (bortezomib — talidomide - desametasone) o VCD (bortezomib —
ciclofosfamide — desametasone); 4 pazienti sono stati trattati con tripletta sperimentale
bortezomib-based, ovvero schema VRD (bortezomib — lenalidomide - desametasone); 3
pazienti sono stati trattati con tripletta basata sull’inibitore del proteasoma di seconda
generazione carfilzomib, ovvero schema KRD (carfilzomib — lenalidomide — desametasone);
2 pazienti sono stati trattati con quadrupletta standard secondo schema Dara-VTD
(daratumumab — bortezomib — talidomide - desametasone), 3 pazienti con quadrupletta
secondo schema Dara-VRD (daratumumab — bortezomib — lenalidomide - desametasone), 16
pazienti con quadrupletta secondo schema Dara-VCD (daratumumab — bortezomib —
ciclofosfamide - desametasone), 2 pazienti sono stati trattati con quadrupletta secondo schema
Isa-KRD (isatuximab - carfilzomib — lenalidomide — desametasone) e 3 pazienti sono stati
trattati con terapia continuativa standard secondo schema Dara-Rd (daratumumab —
lenalidomide — desametasone). Attualmente 2 pazienti sono in corso di terapia di induzione,
51 hanno terminato la fase di induzione, di cui 42 sono stati sottoposti a trapianto autologo di
cellule staminali (32 pazienti hanno ricevuto singolo trapianto, 10 pazienti hanno ricevuto
doppio trapianto). Tre pazienti stanno ricevendo una terapia continuativa che non prevede il
trapianto autologo. Ventidue pazienti hanno ricevuto la terapia di consolidamento con lo
stesso schema della terapia di induzione e 37 hanno iniziato la terapia di mantenimento. Il
mantenimento e stato standard (con lenalidomide) in 9 pazienti, mentre 3 pazienti hanno
ricevuto lenalidomide associata a daratumumab, 10 pazienti hanno ricevuto un inibitore del
proteasoma (bortezomib o ixazomib), 11 pazienti hanno ricevuto ixazomib associato a
daratumumab, 3 pazienti stanno proseguendo con un consolidamento alleggerito con KRD a
dosaggio ridotto, 1 paziente con Isa-KRD a dosaggio ridotto. La durata mediana della terapia
di induzione e consolidamento é stata di 4 e 2 cicli, rispettivamente. La durata mediana della
terapia di mantenimento al momento risulta essere di 10.9 mesi. Al momento della presente
analisi, 13 pazienti hanno dovuto iniziare una terapia di seconda linea, 9 per riscontro di una
progressione di malattia e 4 per risposta insoddisfacente alla terapia di induzione (< PR,
risposta parziale).

Relativamente alle risposte ematologiche, I’ORR (overall response rate) e il tasso di risposte

>VGPR (very good partial response) sono state pari a 89% e 55% dopo I’induzione, 100% e
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81% dopo il trapianto autologo (singolo o doppio, in base a quanto previsto per ogni paziente),
100% e 86% dopo il consolidamento e 93% e 72% globalmente, rispettivamente.

Nella fase applicativa del progetto, lo schema di biobanking prevedeva lo studio qualitativo
e quantitativo sia nel BM che nel PB. In questa fase ci si &€ concentrati sulla valutazione
dell’evoluzione dinamica delle cellule patologiche, correlata o meno al trattamento, sia nel
midollo che nel sangue periferico. Tutti i pazienti con MM attivo inclusi nella prima fase
hanno iniziato un monitoraggio longitudinale sia in corso di induzione ed eventuale
intensificazione con trapianto autologo, sia in corso di terapia di consolidamento e
mantenimento. In questi pazienti & stato effettuato un prelievo mensile di sangue periferico e
un aspirato midollare a vari timepoints: prima del trapianto autologo di cellule staminali, prima
della terapia di mantenimento, e successivamente ogni 6 mesi fino a progressione. | pazienti
che hanno eseguito terapia continuativa non comprensiva di ASCT hanno eseguito un aspirato
midollare ogni 6 mesi. Per quanto riguarda i pazienti con HR-SMM, é stato intrapreso un
monitoraggio ogni tre mesi sul sangue periferico per indagare I’utilizzo della biopsia liquida
eseguita in modo seriato.

| pazienti con MM attivo sono stati sottoposti a una mediana di 18 biopsie liquide e 2 aspirati
midollari durante un follow-up mediano di 24 mesi, mentre i pazienti con HR-SMM sono stati
sottoposti ad una mediana di 10 biopsie liquide durante un follow-up mediano di 30 mesi.

Al momento della presente analisi & stato possibile valutare il campione di sangue midollare
mediante NGS per identificare la malattia minima residua in 31 pazienti dopo I’induzione (in
2 dei quali e risultata non valutabile), in 34 pazienti prima del mantenimento (in 2 dei quali é
risultata non valutabile), in 21 pazienti dopo 6 mesi dall’inizio del mantenimento, in 13
pazienti a un anno dall’inizio del mantenimento (in 3 dei quali € risultata non valutabile), in 7
pazienti a 18 mesi dall’inizio del mantenimento e in 4 pazienti a 2 anni dall’inizio del
mantenimento, con una sensibilitd compresa fra 10-4 e 10-5. Successivamente all’induzione
il tasso di positivita del’MRD ¢ risultato essere dell’62% (18 pazienti su 29), prima del
mantenimento il tasso di positivita é stato del 53% (17 pazienti su 32), a 6 mesi € stato del
62% (13 pazienti su 21), a un anno é stato del 70% (7 pazienti su 10), a 18 mesi ¢é stato del
57% (4 pazientisu 7), a 2 anni e stato del 25% (1 paziente su 4). Per quanto riguarda I’imaging,
la PET-CT ¢ stata eseguita in 39 pazienti dopo I'induzione e in 22 pazienti prima del
mantenimento, ed € risultata ancora positiva nel 54% (21 pazienti) e nel 32% (7 pazienti) dei
casi, rispettivamente. Otto pazienti hanno mostrato una MRD negativa sostenuta per piu di un

anno, di questi un solo paziente é andato incontro a successiva progressione di malattia.
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Al momento della presente analisi e stato possibile analizzare mediante ULP-WGS
I’andamento della TF nei primi mesi dalla diagnosi, osservando una certa linearita nella
dinamica evolutiva della patologia dal punto di vista quantitativo. In particolare, abbiamo
assistito ad un’importante riduzione quantitativa durante la terapia di induzione. Nella
successiva fase di trapianto autologo e consolidamento tutti i pazienti hanno mantenuto bassi
livelli di cfDNA TF, in alcuni casi abbiamo assistito al temporaneo incremento del valore di
TF, non confermato ai controlli successivi. Nella fase di mantenimento, mentre nella maggior
parte dei casi si sono mantenuti bassi livelli di TF, in alcuni pazienti abbiamo iniziato ad
assistere ad un incremento della quota di cfDNA, soprattutto in pazienti che all’esordio

presentavano valori particolarmente elevati di cfDNA TF, superiori al cut-off del 9%.

Figura 7: Rappresentazione grafica dell’andamento mensile della TF di cfDNA in corso di

terapia nei pazienti con MM attivo
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Andando a valutare la cfDNA TF nei primi tre timepoints identificati per la valutazione della
MRD, la mediana e risultata essere pari a 1.5% al termine dell’induzione (valutata in 12
pazienti), 1.0% prima del mantenimento (valutata in 10 pazienti) e 1.3% dopo 6 mesi (valutata
in 16 pazienti), mantenendosi quindi su dei valori al di sotto della soglia di sensibilita della
metodica (pari al 3%). Non sono emerse differenze significative in termini di cfDNA tra
pazienti con MRD positiva 0 negativa valutata con NGS a livello midollare nei tre timepoints.
Non sono emerse differenze neanche tra i pazienti con PET-CT positiva (DS >4) o negativa

(DS<4) al termine dell’induzione o prima del mantenimento.
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Figura 8: cfDNA TF mediana all’esordio e a tre timepoints: al termine dell’induzione, prima

del mantenimento e a 6 mesi dall’inizio del mantenimento
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Figura 9: cfDNA TF mediana nei pazienti con MRD positiva 0 negativa a tre timepoints:
post-induzione, pre-mantenimento, a 6 mesi dall’inizio del mantenimento (A, B, C); cfDNA
TF mediana nei pazienti con PET-CT positiva e negativa a due timepoints: post-induzione e
pre-mantenimento (D, E)
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Tabella 12: Caratterizzazione tramite biopsia liquida nei pazienti con malattia minima
residua positiva o negativa valutata con NGS a livello midollare e con PET-CT atre timepoints
(post-induzione, pre-mantenimento, 6 mesi dall’inizio del mantenimento)
I timepoint Il timepoint Il timepoint
(post-induzione) p (pre-mant.) P (+6 mesi) P
Negativa, N (%) 11/29 (38%) 15/32 (47%) 8/21 (38%)
- biopsia liquida, N 2 4 5
- cfDNA TF (%) Mediana [IQR] | 1.25[1.23-1.28] 0.95 [0.70-1.95] 1.2[1.0-1.3]
BM MRD p=0.238 p=0.322 p=0.39
Positiva, N (%) 18/29 (62%) 17/32 (53%) 13/21 (62%)
- biopsia liquida, N 9 6 11
- cfDNA TF (%) Mediana [IQR] | 1.6 [1.4-2.2] 1.15[1.0-1.45] 1.30[1.15-1.85]
Negativa, N (%) 18/39 (46%) 15/22 (68%) nv
- biopsia liquida, N 5 5 nv
- cfDNA TF (%) Mediana [IQR] | 1.6 [1.4-2.2] 1.0[0.9-1.0] nv
PET-CT p=0.245 p=0.373 nv
Positiva, N (%) 21/39 (54%) 7/22 (32%) nv
- biopsia liquida, N 2 1 nv
- cfDNA TF (%) Mediana [IQR] | 1.25[1.23-1.28] 1.5[1.5-1.5] nv

BM MRD: malattia minima residua a livello midollare, cfDNA TF: frazone tumorale del DNA libero circolante, mant.:

mantenimento, N: numero di pazienti, p: p value.

10.4. OUTCOMES
L’OS (overall survival) e la PFS (progression free survival) mediana risultavano essere non

raggiunte al momento del follow-up mediano, pari a 24 mesi. Al momento dell’analisi 9
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pazienti hanno sospeso la terapia di induzione per progressione di malattia e 2 pazienti sono
deceduti.

Ad un’analisi univariata, la PFS non é risultata correlata alla presenza di un cfDNA superiore
o inferiore al cut-off di 9% (HR 1.42, p=0.6). Nessuna delle caratteristiche di rischio basali
dei pazienti, inoltre, ha mostrato di influenzare la PFS. Dato il basso numero di eventi (solo 2
decessi nel corso del follow-up), non & stato possibile eseguire analisi statisticamente

attendibili relativamente alla sopravvivenza globale (OS).

Figura 10: Curve di OS (A) e PFS (B) globali
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Figura 11: Curve di PFS nei pazienti con cfDNA TF elevata (>9%) 0 bassa (<9%)
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10.5. ESEMPI DI MONITORAGGIO COMPLETO CON TRE METODICHE

Come gia specificato precedentemente, i pazienti con MM attivo inclusi nel presente studio
sono stati sottoposti a monitoraggio nel corso delle varie fasi di trattamento mediante tre
metodiche: biopsia liquida, aspirato midollare e PET-CT con FDG. Di seguito sono riportati
alcuni esempi di come é stato possibile ricostruire il monitoraggio completo mettendo a

confronto i tre differenti approcci.

J PAZIENTE n°1

Figura 12: Rappresentazione del monitoraggio completo mediante tre metodiche (imaging,

aspirato midollare, biopsia liquida) nel paziente n° 1
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Nel primo paziente, al momento della diagnosi la frazione tumorale del DNA circolante era
pari a 40.6%, la frazione tumorale midollare pari a 36.72% e la PET-CT era positiva con piu
di 10 lesioni focali (SUVmax mediano pari a 6.7), un Deauville Score (DS) midollare pari a
4 e un DS relativo alle lesioni focali pari a 5. Per quanto riguarda la TF del cfDNA, é stata
riscontrata un’importante riduzione al momento dell’inizio della terapia ¢ i valori si sono
mantenuti inferiori alla soglia di sensibilita del 3% durante la fase di induzione, trapianto
autologo e nei primi mesi dall’inizio del mantenimento. A partire da 6 mesi dopo I’inizio del
mantenimento abbiamo assistito ad un progressivo lento incremento della frazione tumorale,
fino all’ultimo valore riscontrato a 13 mesi dall’inizio del mantenimento, pari a 6.81%. Per
quanto riguarda I’aspirato midollare, ¢ stata eseguita una valutazione prima della terapia di
mantenimento, risultata negativa con una sensibilita pari a 10>, a 6 mesi dall’inizio del
mantenimento, risultata negativa con sensibilita 10, a 12 mesi dall’inizio del mantenimento,
risultata non valutabile, e a 18 mesi dall’inizio del mantenimento, risultata ancora negativa
con sensibilita 10 nonostante il precedente iniziale incremento della cfDNA TF. Per quanto
riguarda I’imaging, la PET-CT ¢ stata ripetuta prima del trapianto autologo e prima dell’inizio
del mantenimento, risultando in entrambi i casi negativa per assenza di lesioni focali e DS

midollare inferiore a 4.

84



J PAZIENTE n°2

Figura 13: Rappresentazione del monitoraggio completo mediante tre metodiche (imaging,
aspirato midollare, biopsia liquida) nel paziente n° 2
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Nel secondo paziente riportato, al momento della diagnosi la frazione tumorale del DNA
circolante era pari a 2.92%, la frazione tumorale midollare pari a 43.24% e la PET-CT era
positiva con una lesione focale (SUVmax pari a 4.6), un Deauville Score (DS) midollare pari
a 2 e un DS relativo alle lesioni focali pari a 4. Per quanto riguarda la TF del cfDNA, abbiamo
assistito a un’oscillazione nei primi mesi di terapia con un valore minimo pari a 1.5% e un
valore massimo pari a 3.25%. Al termine della terapia di induzione la cfDNA TF era pari a
2.5 % e la valutazione mediante NGS a livello midollare mostrava persistenza di malattia
minima residua, pari a 1.3 x 1°°, mentre la PET-CT risultava negativa per assenza di lesioni
focali e DS midollare inferiore a 4. Nella seconda fase di terapia la cfDNA TF ha subito una
progressiva riduzione e prima del mantenimento risultava pari a 1.0%; in questo timepoint
anche la MRD a livello midollare risultava essere negativa con una sensibilita pari a 10° e la
PET-CT si manteneva negativa. Nei due mesi successivi abbiamo assistito un un rapido
incremento della cfDNA TF (2.6% e 2.9% a 1 mese e 2 mesi, rispettivamente), che non é stato

confermato i tre mesi successivi (1.0%, 1.0% e 1.1% a 3 mesi, 4 mesi € 5 mesi,
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rispettivamente). La valutazione della frazione tumorale circolante nei mesi successivi non é
al momento disponibile per questo paziente, ma la valutazione mediante NGS a livello
midollare ¢ risultata negativa nei due successivi timepoints (a 6 mesi con una sensibilita pari

a10° e a 1 anno con una sensibilita pari a 10).
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11. DISCUSSIONE

Il Mieloma Multiplo (MM) e una discrasia plasmacellulare che tipicamente presenta
un’elevata eterogeneita intra-clonale e spaziale, considerata ad oggi una patologia incurabile
e con una storia naturale caratterizzata dall’alternanza di periodi di remissione seguiti
inevitabilmente da ricaduta di malattia. Negli ultimi anni, tuttavia, il trattamento del MM e
stato rivoluzionato grazie all’introduzione dei novel agents, che, combinati tra loro, sono stati
in grado di aumentare significativamente 1’aspettativa di vita dei pazienti portando ad un
aumento del tasso di risposte alle terapie e della loro profondita, fino all’ottenimento di una
negativita della malattia minima residua (MRD) valutata a livello midollare mediante aspirato
testato con NGF o NGS, e a livello osseo o extramidollare mediante diagnostica per immagini.
La negativita della MRD e attualmente considerata come il piu potente predittore di esiti
favorevoli a lungo termine e probabilmente rappresentera il principale elemento per la scelta
delle strategie terapeutiche nel prossimo futuro L’aspirato midollare, pero, ¢ un’indagine
invasiva e inoltre, essendo eseguito in un unico punto, pud non rappresentare adeguatamente
la reale massa neoplastica. Recenti studi hanno indagato 1’utilizzo di una metodica innovativa
e non invasiva ovvero la biopsia liquida, che si basa sulla ricerca nel sangue periferico di
particolari markers, come ad esempio le vescicole extracellulari, il DNA libero circolante
(cfDNA) e le cellule neoplastiche circolanti (CTCs o CMMCs), per monitorare la malattia
minima residua. Al momento del presente studio, tuttavia, I’utilizzo di questa metodica per il
monitoraggio della MRD e ancora in corso di sperimentazione e non rappresenta lo standard
of care. Inoltre, attualmente non e ancora stato definito con chiarezza il suo ruolo nel predire
I’outcome dei pazienti e la fattibilita di tale metodica su larga scala.

Il presente studio ha permesso di dimostrare la possibilita di utilizzare la biopsia liquida per
caratterizzare i pazienti con MM attivo o con SMM ad alto rischio di evoluzione (HR-SMM)
all’esordio e per determinale I’MRD nei pazienti sottoposti a terapia, andando ad integrare le
metodiche attualmente validate.

In tutti i pazienti con MM attivo e con HR-SMM arruolati nel presente studio, difatti, e stato
possibile analizzare il campione di sangue periferico all’esordio di malattia, sia dal punto di
vista qualitativo che quantitativo, grazie alla messa a punto dei workflow di processamento
dei plasmi e sequenziamento del cfDNA. Infatti, essendo I’emivita del cfDNA particolarmente
breve, e necessario prelevare il sangue periferico in appositi tubi addizionati di stabilizzatori
oppure in tubi normali con EDTA come anticoagulante purché vengano processati entro 2-3

ore dal prelievo. Questo previene il rilascio di cfDNA normale che interferirebbe con la
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rilevazione della frazione tumorale oggetto di questo studio, rilevabile al di sopra del 3% di
TF, soglia che rappresenta il limite tecnico della metodica.

Per quanto riguarda la valutazione quantitativa, & stata identificata, difatti, la frazione
tumorale di DNA libero circolante (cfDNA TF) nel sangue periferico, la cui mediana é
risultata essere significativamente inferiore rispetto alla TF di DNA a livello midollare (4.64%
vs 58.0%, p<0.0001, nei pazienti con MM e 3.63% vs 53.66%, p=0.025, nei pazienti con HR-
SMM, rispettivamente). E stato possibile caratterizzare la malattia mediante biopsia liquida
anche da un punto di vista qualitativo, dimostrando un’elevata concordanza del profilo
genomico tra DNA libero circolante e DNA midollare (100% nei pazienti con HR-SMM e
86% nei pazienti con MM attivo). La caratterizzazione della malattia al basale mediante
biopsia liquida, quindi, € risultata fattibile e in grado di fornire informazioni sia qualitative
che quantitative, al pari della valutazione midollare. Inoltre, come dimostrato dalla presenza
di pazienti con MM attivo con profilo genomico discordante alle due differenti biopsie (pari
a 14%), la biopsia liquida puo permettere di caratterizzare in modo pit completo la malattia,
individuando la presenza di eventuali cloni differenti a livello midollare e periferico. Nei
pazienti sottoposti a terapia di prima linea, inoltre, la biopsia liquida permette di monitorante
la quota di malattia nel sangue periferico con una valutazione mensile, e quindi piu ravvicinata
rispetto alla valutazione midollare, che nella pratica clinica viene eseguita con una frequenza
inferiore a causa della sua invasivita. Valutando la TF di cfDNA in diversi pazienti, con un
follow-up mediano di 24 mesi, ¢ stato possibile determinarne I’andamento generale,
riscontrando una tendenza ad una rapida e netta riduzione sostanzialmente in tutti i pazienti
gia nelle primissime fasi di terapia, indipendentemente dall’eventuale persistenza di malattia
minima residua individuabile a livello midollare o mediante PET-CT. Al termine della terapia
di induzione, infatti, la mediana di cfDNA TF risultava essere pari a 1.5%, mentre il tasso di
positivita della malattia minima residua valutata mediante NGS a livello midollare o PET-CT
risultava essere ancora elevato, pari a 62% e 54%, rispettivamente. Nei mesi successivi, in
alcuni pazienti sono stati riscontrati dei picchi isolati di cfDNA TF, tendenzialmente non
confermati ai prelievi successivi. Escludendo queste eccezioni, in tutti i pazienti i valori si
sono mantenuti bassi sia durante la fase di trapianto autologo che nei primi mesi della terapia
di mantenimento. Prima del mantenimento, infatti, la cfDNA TF mediana é risultata essere
pari a 1.0%, indipendentemente dalla persistenza di MRD misurabile a livello midollare o
all’imaging, cosi come a 6 mesi dall’inizio della terapia di mantenimento, dove la cfDNA TF
mediana € risultata essere pari a 1.3% (a questo timepoint non era prevista la valutazione

mediante PET-CT ma solo mediante aspirato midollare). Nel corso dei mesi successivi in
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alcuni pazienti, soprattutto coloro che all’esordio presentavano valori cfDNA TF superiori a
9%, ovvero al cut-off identificato per definire la TF elevata o bassa, abbiamo iniziato ad
assistere ad un incremento della quota di cfDNA. E ipotizzabile che questo progressivo
incremento della quota di cfDNA TF possa predire una successiva progressione di malattia,
non ancora individuabile a livello sierologico o all’imaging, ma dato il breve follow-up
mediano e la scarsa numerosita del campione in oggetto, al momento non & stato ancora
possibile dimostrare questo aspetto. Dai dati riportati risulta evidente, pero, che la biopsia
liquida eseguita mensilmente € in grado di integrare la valutazione standardizzata della MRD
mediante aspirato midollare e imaging, offrendo una valutazione piu lineare e completa e
talvolta aggiungendo informazioni. Questo risulta essere ancora piu evidente nei due esempi
sopra riportati di monitoraggio completo mediante le tre metodiche messe a confronto. In
questi pazienti, difatti, viene sottolineato come le tre valutazioni possano dare informazioni
differenti ai vari timepoints valutati, dimostrando come la ricerca della MRD mediante una
sola metodica possa essere parziale e talvolta fuorviante. Relativamente ai pazienti con HR-
SMM, non é ancora stato possibile trarre delle conclusioni sul monitoraggio, anche a causa
della scarsa numerosita del campione in oggetto. | pazienti arruolati, difatti, sono stati solo 7
per diversi motivi: i pazienti con SMM ad alto rischio di evoluzione secondo la definizione
del’IMWG del 20202 rappresentano circa il 30% dei pazienti con SMM, si tratta quindi di
un’entita poco frequente; inoltre, non dovendo ricevere un trattamento specifico per la
patologia e piu difficile eseguire un monitoraggio seriato in questi pazienti. In considerazione
del fatto che il periodo di arruolamento dello studio ha coinciso con la presenza di pandemia
da Covid19, non é stato possibile rendere lo studio multicentrico e arruolare in questo modo
piu pazienti.

In conclusione, quindi, il presente studio ha permesso di dimostrare la possibilita di
utilizzare la biopsia liquida per identificare il profilo genomico delle cellule di MM e la
frazione tumorale presente a livello periferico all’esordio di malattia. Inoltre, la biopsia liquida
e un utile strumento da affiancare alla biopsia midollare e all’imaging nella valutazione della
malattia minima residua in corso di terapia, in grado di fornire informazioni aggiuntive
rispetto alle metodiche standardizzate e possibilmente di predire una progressione di malattia.
Con un follow-up piu lungo probabilmente sara possibile stabilire con maggior certezza come
questa metodica potra essere inserita nella pratica clinica. Con una maggior standardizzazione
verosimilmente la biopsia liquida potra essere utilizzata per integrare le metodiche che
attualmente rappresentano il gold standard nella valutazione del’MRD, eventualmente

alternando la biopsia midollare e I’imaging alla biopsia liquida, in quanto metodica non
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invasiva e poco impegnativa per il paziente. Si pu0 ipotizzare che in un futuro, una volta
dimostrata la fattibilita di tale metodica su larga scala nella pratica clinica, possa essere

addirittura in grado di sostituire la biopsia midollare nel monitoraggio della malattia minima

residua.
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