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1. ABSTRACT DEL PROGETTO DI RICERCA

A partire dagli anni ‘90 l'introduzione nella predi clinica e I'applicazione sistematica
della chemioterapia ad alte dosi con supporto diulee staminali emopoietiche
autologhe (ASCT) ha radicalmente modificato I'oum@ clinico dei pazienti con
mieloma multiplo.

La successiva disponibilita di nuovi farmaci, conmbitori del proteasoma
(Bortezomib) ed agenti immunomodulatori (TalidomideLenalidomide), e la loro
integrazione nel percorso trapiantologico ha pesmel migliorare ulteriormente il rate
di risposte e prolungare la sopravvivenza, eleggegdesta combinazione a gold
standard terapeutico per pazienti giovani con mielall'esordid.

Allo stesso modo, nel paziente anziano non candelabla terapia ad alte dosi,
I'associazione di chemioterapia convenzionale (Malan-Prednisone, MP) con nuovi
farmaci, ed in particolare con Bortezomib (schenPY, ha portato ad un significativo
prolungamento della sopravvivenza libera da mal&tglobale, con raggiungimento di
un rate di risposte complete paragonabile a quatenuto dopo ASCT in era pre-nuovi
farmacf.

Proprio i sorprendenti risultati ottenuti in pririnea nel paziente anziano pongono il
razionale per l'ideazione di studi volti a ridefj nell’era dei nuovi farmaci, il ruolo ed
il corretto timing del trapianto autologo e la stigia terapeutica ottimale per il paziente
giovane.

L’obbiettivo del progetto di ricerca € quello dieittificare le migliori strategie
terapeutiche e i possibili fattori prognostici pted di outcome nel contesto di trials
clinici sperimentali spontanei ideati, condotti @rlinati dall’lstituto di Ematologia
“Seragnoli” allo scopo di implementare e ottimizzak trattamento dei pazienti con
mieloma multiplo alla diagnosi o con malattia rintadrefrattaria.

Il piu recente studio condotto dal nostro Istitute] contesto dell’European Myeloma
Network (EMN) e rappresentato dal protocollo EMNOQO5MM (EudraCT number:
2009-017903-28), un trial internazionale multicex@randomizzato di fase Ill, da poco
chiuso all’arruolamento, che ha visto la partedigae di 15 paesi europei (circa 60
centri italiani) per un totale di piu di 1500 patiearruolati. L’endpoint primario dello
studio era analizzare se la strategia terapeutisath sull’utilizzo di chemioterapia ad
alte dosi e trapianto autologo di cellule stamieafiopoietiche rimanga lo standard per i
pazienti con mieloma multiplo all’esordio ed etdenore a 65 anni, 0 se I'impiego
combinato di chemioterapia convenzionale con farngamuova generazione possa
risultare egualmente o piu efficace. Al contempostudio si proponeva di analizzare e
validare, su tale popolazione di pazienti, I'impgtrognostico di alcune caratteristiche
cliniche e genetico-molecolari presenti al baseline



2. IL MIELOMA MULTIPLO

I Mieloma Multiplo (MM) €& una patologia neoplasiic dell’adulto anziano
caratterizzata dalla proliferazione e dall’accumdiolinfociti B e plasmacellule nel
midollo osseo o, piu raramente (in una percentual@bile tra il 7-15% dei casi in
diverse fasi di malattia), nei tessuti extramidoli@xtramedullarydiseasg Il clone
neoplastico tipicamente sintetizza immunoglobuimenoclonali, ovvero identiche in
composizione isotipica (stessa classe di caterenpeg stesso tipo di catena leggera) e
idiotipica (stessa sequenza aminoacidica dellaonegivariabile), in forma completa o
incompleta (la sola catena leggera). Da un puntovidta laboratoristico, tali
immunoglobuline anomale, definite complessivameot@ponente monoclonale (CM),
sono rilevabili nel siero e/o nelle urine, e tipm@nte conferiscono una grossolana
alterazione al profilo elettroforetico, che assunmeaspetto patognomonico “bicorne”
per comparsa di un picco monoclonale in zopa y del tracciato accanto al picco
fisiologico determinato dallalbumina. La classe dmmunoglobuline piu
frequentemente prodotta dalle plasmacellule netglesé quella delle 1gG, seguita da
IgA, IgD ed infine IgM (rarissimo il MM IgE} Nell'l-2% dei casi tuttavia i pazienti
presentano le caratteristiche cliniche del mielomassenza di una CM rilevabile nel
siero o nelle urine: in questi casi si parla di Mhbn secernente. Utile per |l
monitoraggio della taglia neoplastica e delle saeazioni in corso di terapia nel caso
di MM non secernente € il dosaggio delle cateneydegy libere kappa e lambda
circolanti nel siero gerum free light chain assay, sFLCTale esame valuta
guantitativamente le catene kappa e lambda cirtal@n legate alle catene pesanti ed
il loro rapporto che, quando alterato, e indicatiliauno sbilanciamento nella normale
produzione delle immunoglobulife

Da un punto di vista epidemiologico, il mieloma pegsenta 1'1% di tutte le neoplasie
ed il 10% di quelle ematologiche. L’incidenza stieman Europa € pari a circa 4 nuovi
casi su 100.000 individui per anno. Il sesso maeschiinteressato con frequenza
lievemente superiore rispetto al sesso femminilé3:1) ed i soggetti di etnia
afroamericana presentano una probabilita di svduppa malattia doppia rispetto ai
soggetti di razza caucasica. Alla diagnosi I'etadim@ di circa 70 anni e soltanto il 3%
dei pazienti arruolati nei protocolli terapeutiei meno di 40 anfr.

L’eziologia del MM non e tuttora nota. Da numerassservazioni epidemiologiche
emergono come probabili fattori di rischio I'espgne a tossici ambientali e/o
professionali (es. radiazioni ionizzanti, pesticisiblventi, derivati del petrolio). Sono
stati infine descritti rari clusters familiari di alattia, ed il potenziale ruolo del
background genetico é stato confermato da stugexdome-wide associatiarthe hanno
identificato polimorfismi a singolo nucleotide Idigaati su differenti regioni geniche



fortemente correlati con il rischio di sviluppareMM Non esiste tuttavia una vera e
propria ereditarieta della patoloia

2.1 INQUADRAMENTO DIAGNOSTICO E STORIA NATURALE

La storia naturale del MM prevede il passaggio pssgivo da una fase di bassa taglia
neoplastica senza danno d'organo (gammapatia namedel di incerto significato,
MGUS) ad una fase di malattia attiva con dannoggiop, e quindi necessita di terdpia
In circa un terzo dei pazienti il MM €& precedutd diacontro occasionale di una
MGUS, clinicamente silente e laboratoristicamente ¢anatzata dalla presenza di una
modesta componente monoclonale, per lo piu sieti@aaMGUS é presente in circa il
3% delle persone sopra i 50 anni e raggiunge ilsé@ra i 70 anni, con un rischio di
progressione a MM dell’1% all'anfioTale gruppo si rivela perod fortemente eterogeneo
al suo interno: vi sono infatti delle condizioni MMIGUS a maggiore probabilita di
evoluzione maligna, nelle quali il rischio di predire a mieloma attivo sfiora il 60% a
20 anni di follow-up. Tali caratteristiche di malita comprendono: la concentrazione
della CM sierica (>1.5 g/dl), I'isotipo della CMdn IgG), unaratio delle sFLC al di
fuori del range di normalita e la percentuale efirilotipo clonale delle plasmacellule
midollari®.

In alcuni pazienti possiamo identificare una faseermedia diMM asintomatico (o
smouldering), caratterizzato da una piu elevata quota di plasiiide neoplastiche e
guantita di componente monoclonale, in assenzaviatti danno d’organo; il rischio di
evoluzione a mieloma sintomatico e pari, in questso, al 10% all’'anno nei primi 5
anni successivi alla diagndsiConfigurano un rischio aumentato di progressione
I'elevato rapporto delle catene leggere, la presaetiazina CM > 3g/dL, la presenza di
un MM IgA, un pattern evolutivo (aumento 25% della CM sierica o delle catene
leggere libere a 6 mesi dal precedente controllanoora aumente 25% della
creatinina sierica), 'immunoparesi e le alterazicitogenetiche ad alto rischio, pattern
“diffuso” o presenza di 1 lesione focale alla RMbégptazione alla PET-TC senza
lesioni osteolitiche sottostanti.

La diagnosi diMM ATTIVO o SINTOMATICO si basa infine sulla contemporanea
presenza di un infiltrato plasmacellulare superiatel0% a livello midollare e/o
presenza di plasmocitoma confermato istologicamemegeine monoclonali nel siero o
nelle urine (ad eccezione dei pazienti con MM necesnente) ed evidenza di danno
d’organo attribuibile al disordine proliferativanfoplasmacellulare sottostaffte

Il danno d’organo e stato definito per numerosiiaetondo la presenza dei segni
CRAB, ovvero anemia, insufficienza renale, ipereai@ o lesioni osteolitiche (vedi
Tabella 1).

Piu recentemente, il miglioramento delle metodiclieindagine, la disponibilita di
sempre maggiori opzioni terapeutiche, e la dimagiree che un intervento precoce in



pazienti ad alto rischio ancora clinicamente asiatci possa effettivamente ritardare
la progressione a MM attivo ed estendere la sopramza global¥, ha portato
I'International Myeloma Working GrougIMWG) a rivedere i criteri diagnostici del
MM.

Secondo i nuovi criteri classificativi IMWG, in aiggta ai classici criteri CRAB di
danno d’organo, sono stati introdotti comi@marcatori di malignita - indicativi di
imminente rischio di sviluppo di sintomaticita eimpli di “MM defining events’ -
anche un infiltrato plasmacellulare midollare60%, un sFLC ratio (catena
coinvolta/catena non coinvolta)l00 e la presenza di 2 o piu lesioni focali allaRRM
Tali criteri risultano predittivi della possibilitdi sviluppare un danno d’'organo CRAB
maggiore dell'80% a 2 anni, e concorrono pertantiefanire la diagnosi di MM attivo
meritevole di terapia.

Il mieloma rimane ad oggi una neoplasia incurabldecui storia naturale, durante la
fase attiva, si caratterizza per lalternanza diriqok di remissione seguiti
inevitabilmente da fasi di ripresa di malattia. Nempo le risposte ai trattamenti si
fanno sempre piu insoddisfacenti e le ricadutefq@quenti, finché la malattia non entra
nella fase terminale, definita come ricaduta-rédiréd, caratterizzata da una pressoché
totale farmaco resistenza.

Tabella 1: Criteri IMWG per la diagnosi delle diasie plasmacellulari

MGUS

Componente monoclonale sierica < 30 g/L
Plasmacellule clonali midollari < 10%

3 | Assenza di danno d’organo secondo i criteri CRAB

[EnY

N

SMOULDERING MM

Componente monoclonale sierke&0 g/L o urinarigza 500 mg/24h
Plasmacellule midollar 10% e < 60%

Assenza di Myeloma Defining Events

=

W(N

MIELOMA MULTIPLO
1 | Plasmacellule midollag 10% e/o presenza di plasmocitoma confermato igicdonente
2 | Presenza di uno o piu dei seguenti Myeloma Degiivents (MDE):
» Evidenza di disfunzione d’'organo correlata al MMitéri CRAB):

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

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

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

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

- Plasmacellule midollar 60%

- SFLC ratio (nhvolved/uninvolved> 100

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




2.2 PRESENTAZIONE CLINICA

L’espansione della massa neoplastica, 'aumentadb@ugione di immunoglobuline
monoclonali e le loro peculiari caratteristicherslto-fisiche, e la produzione autocrina
e paracrina di citochine sono tutti fattori che @mmono alla presentazione clinica del

mieloma in cui si distinguono, per incidenza e sé&gel’'interessamento scheletrico e
renalé.

X/
o

La patologia scheletricacostituisce la piu frequente e severa manifest@zadinica
del MM. Essa € presente alla diagnosi nel 70-80Ppalgenti affetti da mieloma, ed
e spesso responsabile della loro cattiva qualit&itdi, oltre a rappresentare una
importante concausa della morbilitd e mortalita relate alla malattia. Le
manifestazioni piu tipiche sono osteoporosi di gradriabile, lesioni osteolitiche,
fratture patologiche, dolore osseo severo, possjbddri di compressione midollare,
alterazioni del metabolismo del calcio e conseguerdufficienza renale. Le sedi piu
comunemente interessate sono quelle ricche di foidaopoietico: il rachide
(49%), le coste (33%), il bacino (34%) e le ossaghe, ma anche il cranio. La
patogenesi del danno scheletrico (alla quale ecdawliun apposito capitolo) e
secondaria ad un’esaltata attivita osteoclastica addnibizione dell’azione
osteoblastica, con conseguente perdita di massea oggnodellamentoosseo
uncoupledf®.

L’ insufficienza renale (IR) e la piu grave complicanza del MM. Puo essere
presente alla diagnosi nel 20-30% dei pazienti (nenessita di un trattamento
dialitico sostitutivo upfront in circa il 10% deasi®) ed in oltre il 50% nelle fasi di
malattia piu avanzate. L'IR €& considerata un fattprognostico negativo che
solitamente riflette un’alta taglia di malattia eda maggior aggressivita clinica e
che espone il paziente ad un alto rischio di mitt@recoc®'® La patogenesi del
danno renale da mieloma e complessa e multifaitoidella maggior parte dei casi
e legata all’effetto tossico delle catene leggeomoalonali in eccesso, che possono
danneggiare vari segmenti del nefrone attraversccamésmi quali precipitazione
intratubulare, danno diretto (0 mediato da enzisadomiali) sull’epitelio tubulare,
deposizione lungo la membrana basale dei tubukiggldmeruli, dando origine a
quadri clinici ed istopatologici differentl.a forma piu frequente (oltre il 90% dei
casi) e il rene da mielomacast nephrophaty): il danno in questo caso e
prevalentemente tubulare, secondario ad accumpieapitazione endoluminale di
catene leggere (legate alla glicoproteina di Tamorsfll) con formazione di
cilindri ialini ostruenti che determinano un’atraftlel tubulo ed un quadro di fibrosi
tubulo-interstizialé™® Il danno renale pud essere aggravato o pre@pitit
ipercalcemia, disidratazione, utilizzo di farmacefroetossici (in primis gli
antinflammatori non steroidei, spesso assunti dazigmti per alleviare la
sintomatologia dolorosa ossea), infezioni, ipeema.



Altri quadri tipici, seppur piu rari, includono: tadtia da deposito di catene leggere,
amiloidosi AL, sindrome di Fanconi, malattia da dgifo di catene pesanti.

% L’insufficienza midollare si manifesta piu comunemente con un quadro di Enem
normocromica normocitica, dovuta alla sostituzialela normale emopoiesi da
parte dell'infiltrato plasmacellulare patologicol frado di anemia correla
direttamente con il grado di infiltrazione mido#are se questo si riduce (ad un
valore< 30%) in seguito a terapia anche I'anemia risufietteramente reversibile.
L’anemia pud essere aggravata laddove ci sia ulrigpte coinvolgimento renale
per riduzione del’lEPO, la cui produzione e inibétache dalla cascata citochinica
dell’lL-6.

% L'aumentatamorbilita infettiva - che rappresenta la principale causa di morte di
questi pazienti - e legata alla ridotta efficactalrisposta immunitaria sia umorale,
per soppressione della normale produzione immubogiica e risposta
anticorpale, che cellulo-mediata, per riduzionerdehero e dell’attivita dei linfociti
T CD4+ Thil, ridotta capacita citotossica dei linfiod@ CD8+, disfunzione delle
cellule natural killer (NK) e delle cellule dendritiche. Il risultato & wuadro di
immunoparesi, la cui origine e principalmente d=zncarsi nella ricca produzione
citochinica (tra cui TGP, IL10, IL6, VEGF) ad opera sia delle plasmacellule
neoplastiche che delle cellule stromali del midalisseo (BMSC), ed al quale
contribuisce 'immunodepressione secondaria ategpie anti-mielomatose messe in
atta™.

% Molto rara e la sindrome dperviscosita piu tipicamente legata a CM di tipo IgA e
IgM di elevata entita, che si associa ad un aunb@mischio di eventi trombotici e
che si puo manifestare con cefalea, astenia, disgreggioramento di scompenso
cardiaco cronico, disturbi visivi, retinopatia, trgini, atassia.

3. MIELOMAGENESI

I MM € una neoplasia clonale della B linfocitopgsiiche pud procedere attraverso
differenti fasi: una fase inattiva, in cui le céduumorali sono plasmacellule mature non
proliferanti; una fase attiva, con una percentuydl®o di plasmablasti proliferanti, ed

una fase fulminante che si caratterizza per unemento dei plasmablasti e per la
frequente disseminazione extramidollare della malabn comparsa di plasmacellule
circolanti nel sangue periferico (leucemia plasriatzee)™.

Le plasmacellule costituiscono la principale popaae neoplastica nel MM e sono

localizzate prevalentemente nel midollo osseo;nnarde posso essere riscontrate in
altre sedi. La loro bassa attivita proliferativd %0) ha portato ad ipotizzare I'esistenza



di un pool cellulare proliferante che rifornisca dbompartimento plasmacellulare,
costituito da B linfociti neoplastiti; questa ipotesi, inizialmente supportata da studi
relativi alla caratterizzazione isotipica e idiatg delle immunoglobuline di superficie
dei linfociti B del sangue periferiéy & stata dimostrata inequivocabilmente in tempi
piu recenti grazie all'impiego di metodiche di studel riarrangiamento dei geni delle
immunoglobuline golymerase chain reactiopi?CR). Nei pazienti con MM esiste infatti
una popolazione di cellule B circolanti aventi ldéesse caratteristiche delle
plasmacellule mielomato%e

L’evidenza, nel sangue periferico di questi pazjemli B linfociti neoplastici
caratterizzati da ipermutazioni somatiche a cadiebgeni delle immunoglobuline, e la
dimostrazione della stabilita delle medesime ipd¢axoni durante la storia naturale
della malattia, hanno portato a concludere cheehév trasformante si realizzasse a
livello di un progenitore linfoide che ha gia sugter la fase maturativa antigene
dipendente; tale fase fisiologicamente ha luogintdino del centro germinativo degli
organi linfoidi secondari (primariamente i linforifd. Per accordare I'origine periferica
dei precursori delle plasmacellule mielomatose tarocalizzazione elettivamente
midollare del MM é stato ipotizzato, e successivai@edimostrato, che le cellule B
circolanti nel sangue periferico migrino specifasaente al midollo osseo, dove
stabiliscono strette interazioni (grazie al loropgmncorredo di molecole di adesione)
con le cellule stromali del microambiente midollaré’interazione stroma-
plasmacellula, grazie al ruolo cruciale svolto danerose citochine prodotte sia dalle
cellule mielomatose che dalle cellule stromalisifahe le cellule di mieloma ricevano i
segnali appropriati per proliferare e differenziar@lasmacellule matut®

3.1 MICROAMBIENTE MIDOLLARE E CITOCHINE

Il microambiente midollare pud essere definito anegato ecosistema composto da:

- un_compartimento cellulareche comprende sia elementi emopoietici (cellule
staminali, progenitori/precursori, cellule NK, mafagi, megacariociti, piastrine,
eritrociti, linfociti, cellule dendritiche), che @henti stromalif(broblast-like cellso
BMSC, condrociti, osteoblasti ed osteoclasti, delendoteliali)

- un compartimento non cellulareostituito dalle proteine della matrice extragklte
(ECM), quali collagene, fibronectina, laminina, f@aglicani, glicosamminoglicani,
e innumerevoli fattori solubili (citochine, chemauad, fattori di crescita)

Le cellule mielomatose ed i vari componenti delngaenbiente dialogano tra loro sotto

I'influsso di numerosi segnali e messaggeri intbutai, attraverso loops citochinici,

autocrini e paracrini, e mediante I'adesione calegllula. Grazie a queste reciproche

interazioni (sia fisiche che citochimiche) le c@dlunielomatose vengono attivamente
spinte verso una maggiore proliferazione, soprania cellulare e instabilita
genomica, contribuendo inoltre alla distruzionesas&®




| principali meccanismi di interazione presenti melcroambiente midollare sono
riportati nella Figura 1.
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Figura 1. Interazioni tra cellule e cross-talk citmico nel microambiente midollfe

Le principali molecole d’adesione coinvolte appag@no alle famiglie delle integrine,

caderine, selectine, sindecani e alla superfamdgite immunoglobuline: sindecano-1

0 CD138, ICAM1 (CD54), N-CAM (CD56), LFA3 (CD58),-8BAM (CD44), CD74,

VLA4, VLA5, CS-1, B2-microglobulina; mentre il cosiddettmuid milieu comprende

numerosissimi fattori solubili tra cui IL6, VEGFGF-1, TNF, CD40, TGB, bFGF,

MIPla, SCF, HGF, IL3, ILB, metalloproteasi.

Tutti questi fattori, interagendo tra loro, portaalfattivazione nella plasmacellula di

molteplici pathway intracellulari di trasduzionel d®gnale, mediante attivazione di

differenti proteine-chinasi, con conseguente aumtartrascrizione di numerosi géhi

34,

+ Ras/Raf/MEK/MAPKpathway attivato da IL6, IGF1, VEGF e integrine: deterein
proliferazione cellulare e puo indurre farmacostsiza alla chemioterapia

s PI3K/Akt pathway attivato da IL6, IGF1, VEGF, integrine: determimabizione
dell’'apoptosi e quindi sopravvivenza delle plasniatze

s JAK/STAT3 pathway attivato da IL6: determina proliferazione celhala

% NFkB pathway attivato costitutivamente nel MM, sia per altéoaz genetiche che
epigenetiche; su questa via agisce in modo sadattfarmacoBortezomibjnibitore
del proteasoma.

s Wnt/APCpPcatenina via canonica e Wnt/RhoA via alternativaplicate nella
proliferazione, nella farmaco-resistenza ed andtia patogenesi del danno osseo.
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Tra i vari elementi cellulari che popolano il miarmabiente midollare di fondamentale
importanza sono le cellule stromali (BMSCs). L’ades delle cellule neoplastiche alle
BMSCs determina sulle prime un effetto anti-apaptote pro-proliferativo, mentre
nelle seconde induce l'iperproduzione di IL6, treamifattivazione della viaNF-kB.
L'IL-6 & una delle principali citochine che supportan@rescita, la sopravvivenza e
I'acquisizione di farmaco-resistenza nelle celloielomatose. Si crea in questo modo
un circolo viziosé®,

Dati recenti suggeriscono I'esistenza di cellubshali di MM (MMSC), con capacita
di differenziazione e di auto-rinnovamento: un plssimo comparto cellulare nel
contesto della piu ampia popolazione neoplastitanuato probabilmente nelle nicchie
osteoblastiche o nelle nicchie vascolari midollari.

Alcuni studiin vitro dimostrano che, rispetto alle plasmacellule CD138+sensibilita
ai piu comuni agenti terapeutici anti-mieloma é ndigativamente inferiore nei
progenitori mielomatosi CD138 negativi; queste welldal potenziale clonogenico
sembrano infatti possedere un’alta capacita di weagshe di detossificazione
intracellulare, che potrebbe contribuire a spiedjata frequenza di relapse nei pazienti
trattati per MM>.

Come gia accennato in precedenza, nel microambient®llare troviamo anche
linfociti B e T, cellulenatural killer e cellule dendritiche, la cui attivita € marcatatee
depressa: si crea un'immunotolleramaa confronti delle cellule tumorali, che possono
quindi crescere e proliferare indisturbate.

L’efficacia ed il successo dei “nuovi farmaci” (IM$ e inibitori del proteasoma quali
bortezomib e i suoi derivati di seconda generazi@o®o legati alla loro capacita di
agire, appunto, sul microambiente midollare, ire¥hdo con i sistemi diross-talksu
cui si fonda la proliferazione, la resistenza priagressione della cellula mielomattsa

3.2 ANGIOGENESI

Numerose evidenze sperimentali indicano che I'aggesi, come fonte di ossigeno e
nutrimento, riveste un ruolo cruciale nel processoplastico. Studi effettuati sia su

modelli animali sia nell'uomo hanno dimostrato danfazione di nuovi vasi sanguigni

negli stadi precoci dello sviluppo tumorale, cosime nella fase avanzata di

disseminazione neoplastiéa

E’ un dato assodato che sia i tumori solidi chedeplasie ematologiche siano dotate di
capacita angiogenica e che da essa dipendano langarfa loro crescita e capacita
invasiva. L'osservazione che le neoplasie possaiginare tanto in tessuti riccamente
vascolarizzati quanto in altri piu poveri di vasiel cui contesto inducono lo sviluppo di

nuovi capillari - suggerisce che le cellule tumbsaésse o le cellule del microambiente
rilascino fattori che stimolano la proliferazioniecdllule endoteliali quiescerfi
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Attualmente sono stati identificati alcuni di quéattori proangiogenetici tra cui TGF-
(transforming growth factop), PDGF platelets derived growth factpra-FGF (FGF-
1, fattore di crescita fibroblastico acido), b-FG®F-2, fattore di crescita fibroblastico
basico) ed infine VEGF e i suoi fattori correlMEGF-B, C, D. Queste sostanze si
legano a recettori transmembrana con attivitaitimshinasica localizzati sulle cellule
endoteliali, determinando una cascata di trasdezidel segnale che porta alla
attivazione della angiogenesi.

Sono stati identificati anche fattori antiangiog@iealcuni dei quali sono rappresentati
da frammenti di proteine ampiamente presenti mgjdlaismo come la fibronectina, la
prolattina, il collageno di tipo 1 e 8, il plasmgeno e il fattore di crescita epidermico
(EGF), la cui esistenza é stata ipotizzata ossdovdan capacita di fattori quali IFN-
(interferones), fattore piastrinico 4 e trombospondina 1 (TSP4di) inibire la
chemiotassi e la proliferazione endoteliale. ksdio di questi frammenti polipeptidici
con attivita antiangiogenetica € legato all’atévii alcune proteasi e all’espressione di
geni oncosoppressori, quali p53, che in fokmild typeregolano I'espressione di TSP-1
e di altri inibitori dell’angiogene3f. Questo complesso sistema di regolazione ha
contribuito a fare ipotizzare I'esistenza di un gaasmo di bilanciamento nel controllo
dell'angiogenesi. La prevalenza dellattivita deglibitori contribuisce a mantenere
quiescenti la cellule endoteliali, mentre la ridue della loro concentrazione o
I'induzione degli attivatori innescano il procesdell’angiogenesi conducendo alla
proliferazione di nuovi vasiafigiogenic switcii®. Tale fenomeno si verifica in diverse
situazioni come ad esempio l'ipossia delle cellwimorali (dovuta all’aumento della
massa neoplastica non parallelo allaumento daj,viéstivazione di alcuni oncogeni
(come H-RAS o V-SRC) e l'inattivazione di geni osoppressor.

L’angiogenesi riveste un ruolo di primaria impoamella patogenesi del MM.

Sono state ipotizzate due fasi di angiogenesitéegadue fasi distinte della malattia:
una prima fase, detta prevascolare, piu lunga gspondente clinicamente alla MGUS
o al MM smoulderingin cui la malattia € quiescente o in lenta ctes@d una seconda
fase, piu breve (fase vascolare), in cui la crastitnorale e rapida e la malattia piu
attiva. Questa transizione e guidata da fattorcrdscita quali HGF, b-FGF e VEFG,
liberati sia dalle cellule tumorali che dalle cé&ludel microambiente midollare, e da
alcune citochine quali IL-6 e IL-8. Tali fattori 30 presenti in maggiore quantita a
livello del midollo osseo, evidenza che sottolin@mportanza del microambiente
midollare nella loro produzione. Sembra inoltrestsie una correlazione diretta tra i
livelli sierici di tali fattori e lo stadio clinicaella malattia®*

A seguito dell’attivazione dell’angiogenesi, siffta un’intricata rete di vasi sanguigni
patologici, con anomala struttura e disposizions@saico, che contribuiscono alle
modificazioni indotte dal mieloma sul midollo ossesullo scheletro: i nuovi capillari
proliferano a partire da vasi pre-esistenti in $egalla degradazione della membrana
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basale delle cellule endoteliali e della matriceaxellulare, ed alla migrazione nello
stroma, con ampia alterazione dei tessuti circoistawvasi neoformati nutrono le cellule
tumorali e ne supportano la crescita; allo stesagb il cross-talk tra plasmacellule e
microambiente promuove ulteriormente I'angiogeni@asun circolo vizioso che sostiene
la sopravvivenza del clone neoplastico.

Diversi studi hanno dimostrato come I'angiogenedimidollo osseo di pazienti affetti
da MM, misurata come numero di nuovi vasigrovessel densityVVD), sia legata ad
un piu alto indice di proliferazione plasmacellelgtabelling index LI) e a fasi di
malattia piu attivd™*> A conferma dellimportanza prognostica della M\@stata
evidenziata la persistenza di angiogenesi a livalidollare anche in pazienti che
raggiungono la remissione completa dopo trapianteetiule staminali emopoietiche:
ci0 é probabilmente legato al persistere di unmath angiogenetico da parte della
minima malattia residua non rilevabile con i metodnvenzionali, il quale a sua volta
stimola la secrezione di fattori che agiscono sullasmacellule maligne residue,
contribuendo quasi inevitabilmente alla ricadtitanoltre, 'anomala rete vascolare
ostacola 'adeguata diffusione dei farmaci nelldesdi malattia.

3.3 DANNO OSSEO
In condizioni fisiologiche il tessuto osseo €& spttsto a continuo rimodellamento

strutturale: il riassorbimento €& innescato sia edatbllecitazioni meccaniche che
dall'azione ormonale mobilitante il calcio (PTH,lad#onina, vitamina D), ma ci sono
altrettanti stimoli che possono controbilanciarlpatare alla neoformazione, processo
che viene a mancare in caso di MM. Piu precisamémfeerdita di massa ossea € dovuta
ad una esaltata attivita degli osteoclasti (conentmdel loro reclutamento e della loro
sopravvivenza), non controbilanciata da una maggitaposizione di matrice ossea da
parte degli osteoblasti, la cui attivita risultabita (rimodellamento osseo uncoupled).
L’inibizione dell'attivita osteoblastica € un eventardivo nella patogenesi della
patologia scheletrica, a differenza dellaumentatéivazione osteoclastica che si
manifesta pill precocementé®

Se da un lato le cellule mielomatose hanno un’azioel favorire la distruzione ossea,
dall'altra il riassorbimento osseo induce il rilesdi fattori di crescita per le cellule di
MM, con conseguente aumento della taglia neopkstioe a sua volta potenzia ancor
pill la distruzione ossea: si viene a creare quindiircolo vizios8".

IPERATTIVAZIONE OSTEOCLASTICA

Fin dagli anni ‘70, I'osservazione di un aumentatonero di osteoclasti nelle biopsie
osteomidollari di pazienti affetti da MM in fasdie&, e del loro stretto rapporto con le
cellule stromali, ha portato ad ipotizzare chedltda attivitd osteoclastica fosse mediata
da fattori locali (una volta definiti OAFpsteoclast stimulating factors prodotti

13



direttamente dalle cellule mielomatose o in segaitinterazione tra queste e lo stroma

midollare. Numerose sono le citochine ed i fatttiricrescita a cui negli anni e stato

attribuito un ruolo nell’attivita di stimolazioneedli osteoclastiTra questi ricordiamo

IL-6, IL-3, PTHrP parathormon related prote)nlL-1f, TNF-o, MIP1a.

Recentemente e stato identificato un complessenséstdi fattori (RANKL, RANK,

OPG) che fisiologicamente riveste un ruolo fondatalen nel controllo della

osteoclastogenesi e la cui deregolazione in cardéMl costituisce la base patogenetica

della esaltata perdita di massa ossea.

* RANK/RANK-L pathway: RANK feceptor activator of NFKBeé un recettore
transmembrana appartenente alla superfamiglia @eettori per il TNF,
prevalentemente espresso sui precursori degli dsstbe sugli osteoclasti matt/ti
Il suo ligando (RANK-L) e prodotto dalle celluleldaicroambiente midollare e da
cellule linfoidi. Il legame RANK-RANK-L promuove ildifferenziamento degli
osteoclasti, la loro maturazione, proliferaziongttévazione; € stata inoltre descritta
linibizione dell’apoptosi di osteoclasti mattftiL’OPG (oteoprotegerina), prodotta
da osteoblasti, BMSC e altri tipi cellulari, € imeeun inibitore dell'attivita di
RANK, in quanto lo lega impedendone I'attivazioreephrte di RANK-L e inibendo
in tal modo la proliferazione, la maturazione ettikéa degli osteoclast.
L’equilibrio RANK-OPG e regolato da molti fattorisfologici come citochine,
ormoni (gli estrogeni aumentano i livelli di OPG,HTH favorisce I'attivita di
RANK), fattori di crescita. Diversamente da quargio osserva in condizioni
fisiologiche, nei pazienti con MM I'equilibrio fr produzione di RANKL e OPG é
alterato: benché le cellule mielomatose non prodoicdirettamente RANKL né
esprimano RANK sulla propria superficie, esse songrado di interagire con le
BMSC e con i pre-osteoblasti, in cui stimolano leoduzione di RANKL e
inibiscono la secrezione di OPG, esaltando co#ivita osteoclastica e spostando
quindi la bilancia a favore del riassorbimento 035e Le plasmacellule
neoplastiche, inoltre, tramite il legame con symaet (CD-138), internalizzano
OPG avviandola alla distruzione nell'apparato lsn&le™.

 MIPla (Macrophage inflammatory proteinzl € una chemochina prodotta dalle
cellule neoplastiche nel 70% dei pazienti (il geisalta overespresso negli studi di
gene expression profilingche gioca un ruolo importante sia dal punto ditavi
osteoclastogenico che nel processohdming delle plasmacellule richiamate a
popolare il midollo osseo dal sangue perifericoaglidorgani linfoidi secondari.
MIPlo favorisce l'adesione tra PC e BMSC e conseguentmaumenta la
produzione di IL-6, RANK-L, VEGF e TN& incrementando quindi la crescita
delle cellule di MM, I'angiogenesi e la distruziogseheletrica. E’ stata descritta una
correlazione tra livelli sierici di MIR4, estensione della perdita ossea e
sopravvivenza del pazierte Secondo alcuni studi vi & correlazione anche tra
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l'iperespressione di MIRle l'attivazione costitutiva del gene di fusioneHARS3,
risultante dalla t(4;14), la quale si associa a golia ad una severa patologia
scheletrica e ad una cattiva prognoat

e | livelli di IL-3 (cosi come quelli di RANK-L e MIR{]) sono piu elevati nelle
biopsie osteomidollari dei pazienti affetti da MMecin quelle dei soggetti sani. In
vitro questa citochina potenzia l'azione di RANK-& MIPla, promuove
I'osteoclastogenesi, supporta la proliferaziondedet¢llule mielomatose ed inibisce
inoltre indirettamente la formazione di nuovi odtlasti a partire dai loro
precursoni-.

« |IL-6 e fondamentale per la crescita del clone neoptastma agisce anche
favorendo la differenziazione degli osteoclastivelli di IL-6 sono, infatti, piu alti
nei pazienti con lesioni litiche rispetto a colaree non presentano interessamento
scheletrico. Numerosi studi suggeriscono che queistghina sia prodotta tanto
dalle plasmacellule neoplastiche quanto da BMS&oatasti, osteoblasti, che con
esse contraggono strette interazioni cellula-cful

INIBIZIONE OSTEOBLASTICA

Oltre alllaumentata attivita degli osteoclasti, corre al danno osseo (soprattutto in fase

tardiva) una riduzione dell'attivita degli osteodtia risultato dell'inibizione della

maturazione delle cellule funzionanti. Numeroseditne (IL-3, IL-7, IL-6) e fattori

solubili (Dickkopf-1e secreted frizzle related protejpgprodotti dall'interazione delle

plasmacellule neoplastiche con il microambiente atfle, sono responsabili

dell'inibizione delle vie di differenziazione e niaaizione osteoblastita

* La formazione degli osteoblasti a partire dallelutel mesenchimali pluripotenti
necessita dell’attivazione dRunx2/Cbfal e Osterix (fattore di trascrizioneinc-
finger a valle di Runx2). Quando le cellule di mielomas@oste in coltura assieme
ai progenitori osteoblastici I'adesione cellulakgka (integrina-VLA4) e gli elevati
livelli citochinici inibiscono Runx2/Cbfal, condun#go ad una marcata diminuzione
del numero di osteoblasti mattiri

« Il Wnt signaling pathwaysvolge un ruolo importante per la differenziazienéa
maturazione degli osteoblasti. La glicoproteina Winega al co-recettore LRP5 o
LRP6 formando con questo un complesso che attiveeakttorefrizzled la
trasduzione del segnale mediata dal recettore cendlla defosforilazione e alla
stabilizzazione dell@-catenina, che migra nel nucleo e up-regola I'espome di
geni target, tra i quali quelli necessari alla elifinziazione degli osteoblasti. Nel
MM questa via di trasduzione del segnale vienedaltac da inibitori solubili come
Dickkopf-1 OKK1), che lega LRP e ne previene il legame a Wnt, Sdereted
frizzled related proteingsFRP), che agiscono come recettori solubili di Wnt
Esiste una correlazione diretta tra elevati liveldirici di DKK1 ed estensione delle
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lesioni litiche, che sono piu consistenti nellei fagecoci della malattia, mentre i
valori si riducono nella malattia terminale perchk& plasmacellula acquista
aggiuntive anomalie genetiche che la rendono aatanaspetto al microambiente
midollaré®.

» Altri fattori con un possibile ruolo nella riduziendell’attivita osteoblastica sono
IL-3 (il quale sopprime la differenziazione osteobtmstied incrementa il
riassorbimento osseo)le-7 (potente inibitore della maturazione osteoblajtica
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Figura 2: Patogenesi della malattisea

3.4 CITOGENETICA E CARATTERISTICHE MOLECOLARI

A causa del basso indice proliferativo (PCLI 1-2#glle cellule mielomatose, Il

cariotipo convenzionale sottostima la reale inciderdelle alterazioni genetiche,
mostrando un cariotipo anomalo soltanto nel 30-5f¥i casi di nuova diagnosi, in

relazione alla difficolta di ottenere un adeguatomero di metafasi analizzabili. Con
I'utilizzo della Fluorescence In Situ Hybridizatio(FISH), che permette di rilevare
alterazioni cromosomiche sia nelle cellule in megef sia nei nuclei in interfase, é
invece possibile riscontrare anomalie citogenetiapprossimativamente nell’'80-90%
dei pazienti, indipendentemente dallo stadio estatla malatti&-

Nei pazienti affetti da MM si riscontrano sia adteioni numeriche che anomalie
cromosomiche strutturali, e sulla base del tipaltdirazioni identificate e stata proposta
la suddivisione del MM in due categdti&*
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- acariotipo iperdiploide: conta in genere 48-75 cromosomi, con trisomiarece di
3,5, 7,9, 11, 15, 19, 21; rarissimamente preseasocazioni (probabilmente
secondarie e legate ad instabilita genomica), essbcia ad una prognosi piu
favorevole e ad una malattia pit BMSC dipendenteisEontrabile nel 40-60% dei
pazienti con MM;

- a cariotipo non iperdiploide: frequentemente si associa a traslocazioni che
coinvolgono il cromosoma 14932, e a monosomie ezi@hi (soprattutto a carico
del cromosoma 13g14 o del 17p13); corrisponde admalattia piu aggressiva e
meno localizzaf&.

La citogenetica rappresenta un aspetto fondamed&dla patogenesi del MM, che si

configura come un processo multistep con accumuloalterazioni genetiche

sequenziaff®’, in cui si riconoscono:

- eventi genetici primari: responsabili del’'immortalizzazione del clone pkstico,
presenti ad ogni stadio della malattia (sin dafisefdi MGUS), e rappresentati da
iperdiploidia e traslocazioni coinvolgenti il donerigH sul cromosoma 14;

- eventi_genetici secondariprogressivi, segnano il passaggio da MGUS a mmalo
sino a leucemia plasmacellulare, costituiti prenemente da alterazioni numeriche
(delezione 17, anomalie del cromosoma 1), traslonazcoinvolgenti c-myc,
mutazioni attivanti NF-kB.

E’ stato inoltre documentato come le alteraziotogenetiche tendano a co-segregare, e

come la compresenza di piu alterazioni a cattivagposi determini un’ulteriore

riduzione della sopravvivenza. In particolare leeggnza di 3 o piu alterazioni
citogenetiche ad alto rischio identifica un sottggpo di pazienti ad ultraigh risk con
aspettativa di vita inferiore ai 2 affhi

Fattori di
iniziazione:
Traslocazioni e
Iperdiploidia i E—
o ———| Fattori di
e progressione:
— L | delezione di p53
attivazione NFkKB

MGUS Mieloma di nuova diagnosi =
Malattia Progressione
intramidollare extramidollare

Traslocazioni

Le traslocazioni presenti nel MM comunemente codigeno il locus IgH sul
cromosoma 14 o i loci IgL kappa e lambda sui cramus2 e 22. Tali anomalie
citogenetiche sono dovute ad errori nelle modifmaiz del DNA che avvengono
durante il passaggio attraverso il centro germioatlel follicolo linfoide secondario;
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dal momento che questi meccanismi sono spenti r@damacellula normale e
neoplastica rappresentano probabilmente I'everizainte il MM®®.

Le traslocazioni coinvolgenti il cromosoma 14qg238uindi il gene per le IgH, ricorrono
nel 40% dei pazienti. Tipicamente non producon@ene di fusione, ma hanno come
risultato quello di portare un oncogene (localinzatil cromosoma partner) sotto il
controllo del potenteenhancerdelle immunoglobuline, causandone la de-regolazion
trascrizionale. Frequentemente interessati sommii delle Cicline D1 D2 D3 su 11913,
12p13, 6p21, c-MAF su 16423, MAF-B su 20g12, MAFSA 824, MMSET (Multiple
Myeloma Set domain) e FGFR3 su 4pl6. | riarrangraima carico del 14932 sono
riscontrabili nella MGUS con una frequenza similgwella rilevabile nel MM; tale
osservazione suggerisce che esse rappresentineeatogrecoce nella storia naturale
della malatti&*®°

Analizziamo le principali traslocazioni piu nel taglio.

La t(11;14)(q13;932) presente nel 15% dei pazienti, porta alla up{eegone della
Ciclina D1; e comune nel MM a IgM, nelle forme iposrnenti e nella Amiloidosi AL;
immunofenotipicamente i cloni possono essere CD&flpb E’ stata associata a buona
prognosi dopo chemioterapia ad alte dosi ma aasapravvivenza alla ricaddtd®,

La t(4;14)(p16;932) presente in unl5% dei pazienti, conduce ad un’aumentata
espressione di MMSET (con formazione del gene diiohe IgH-MMSET sul
cromosoma 4) e di FGFR3 (recettore del fattoreresata fibroblastico, sul 14), anche
se nel 25% dei casi la perdita del derivativo 1rhgorta la perdita stessa del recettore
Tale anomalia, caratterizzata da precoelapse si associa a cattiva prognosi dopo
chemioterapia tradizionale e/o trapianto autolddd Tuttavia, a conferma della
notevole eterogeneita del MM, uno studio francégserta una prognosi relativamente
favorevole per i pazienti t(4;14) positivi con attancentrazione di emoglobina e bassa
B2microglobulind’. In generale, la cascata che viene attivata da EIM8& quella di
IRF-4, uno dei mediatori a valle di NF-kB; per tatetivo gli attuali regimi terapeutici
con bortezomib (che agisce su questa via), semhragoado di migliorare (ma non
superare) il rischio avverso associato a quessiotazioné®,

La t(14;16)(g32;923)€é poco frequente (2-5% nei pazienti con MM, 11% pegienti
con leucemia plasmacellulare) e porta all'iperespiome del gene MAF. Tende ad
associarsi a delezione del 13, isotipo IgA, altelli di catene leggere libere sieriche, e
ad una presentazione clinica aggressiva, con pasdn insufficienza renale acuta
all’esordio in un 25% dei casi. Rappresenta umfatprognostico negati?®®

La t(14;20)(q32g12)e molto rara (1-2% dei casi), comporta una ipeessione del
gene MAF-B sul cromosoma 20, il quale codifica pea proteina zinc-finger implicata
nella normale differenziazione della linea mono@@tadelle cellule staminali
emopoietiche, ma che se iperespresso favoriscanieecogenesi. Si associa a prognosi
sfavorevole.
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Alterazioni citogenetiche secondarie

La delezione del cromosoma 18monosomia completa o perdita di 13¢)4i osserva
nel 50% dei pazienti e coinvolge il gene RB1 pexr gerdita omozigote o perdita di una
copia funzionale (aploinsufficienza). Tale anomaliassocia frequentemente (80-90%
dei casi) alla t(4;14), e sembra ormai assodato lgheattiva prognosi dei pazienti
del(13q) positivi riportata in numerosi st(ftff* sia probabilmente dovuta alla
concomitante presenza di altre alterazioni. Altosgbili meccanismi molecolari
implicati nella del(13) sono ldownregolazione di geni coinvolti nella riparaziond de
DNA, quali ERCC5 e ERCCZXkcision repair cross-complementing deficieboy 1), e
la up-regolazione di IGF1R&.

La delezione di 17p13 un’alterazione citogenetica di grande valoreypostico, meno
frequente nel MM di nuova diagnosi (10% dei caspite tipica della malattia in fase
avanzata. Comporta la perdita di funzione tehor suppresolgene p53, regolatore
fondamentale dei processi BINA repair e apoptosi cellulare, e si associa ad una
malattia biologicamente piu aggressiva: la perdidi'attivita pro-apoptotica di p53
svincola infatti la sopravvivenza del clone neoptasdal microambiente midollare,
favorendo lo sviluppo di leucemia plasmacellulardienalattia extramidollare, con
frequente interessamento del sistema nervoso &enta perdita di p53 rappresenta un
fattore di rischio indipendente, predittivo di undotta sopravvivenza e di una minor
durata della risposta ai trattamé&ritr.

Le anomalie a carico defomosoma 1 gain (guadagno) di 1q @oss (perdita) di 1p,
hanno un’alta prevalenza nel MM. dgjain a livello di 1921 comporta un aumento
dell'espressione di CKS1B con un conseguente awmeeif'indice proliferativg®®”.
Un recente studio americano condotto su 131 pazeamt MM di nuova diagnosi
sottoposti a trapianto autologo ha identificatolangderdita di 1p31-32 un fattore
prognostico indipendente associato ad una sigtifzaiduzione della O%.

Alterata espressione di singoli geni

Anche [l'alterata espressione di singoli geni pucravun impatto prognostico.
Solitamente non viene indagata nella normale @atiimica, ma puo essere oggetto di
studi sperimentali.

L’'oncogenec-MYC, iperespresso nella malattia in fase avanzatafedece minor
dipendenza dal microambiente midollare e maggipaci#a proliferativa, associandosi
pertanto a cattiva progn6si

L’attivazione costitutiva delpathway NFkB, che puo risultare da alterazioni
epigenetiche o da mutazioni che silenziano le sakeeole inibitrici (TRAF3, TRAF2,
CYLD) o amplificano le proteine attivatrici (NIK, @40, TACI, LTBR), sta rivestendo
sempre maggiore importanza per le sue implicazjomuignostico-terapeutiche, in
considerazione del sempre piu frequente impiegia peatica clinica degli inibitori del
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proteasoma che bloccano il pathway. Ad esempidat snesso in evidenza come
pazienti con una maggiore espressione di TRAF3aalobuna probabilita di risposta a
tali farmaci molto piu elevata rispetto ai pazierdn livelli normali di questo inibitore
(90% vs 30%)

Infine, mutazioni attivantN-RAS o K-RAS, associate spesso ad un aumento della
Ciclina D1 ed alla t(11;14), sembrano essere ey@etoci nel passaggio da MGUS a
MM. Alcuni studi tuttavia dimostrano che il pesoognostico € maggiore per le
alterazioni di K-RAS rispetto ad N-RAS

Tabella 2. Classificazione citogenetico-molam®proposta da IMWB

Valore Prognostico High-Risk Standard-Risk
FISH: t(4;14), t1(14;16), t1(14;20), Tutte le restanti, incluse:
del(17p), gain(1q), FISH: t(11;14), t(6;14)
Alterazione Citogenetica cariotipo non iperdiploide

Cariotipo: del(13)
GEP: profilo ad alto rischio

Direzioni future

Nella comune pratica clinica, le alterazioni germinolecolari precedentemente
descritte vengono individuate con la tecnica FISlHofescent in situ hybridization
tuttavia in ambito sperimentale sono di largo imgpieanche GEPgene expression
profiling) ed aCGH drray comparative genomic hybridizatiorcon l'obiettivo di
identificare profili di espressione genica asso@ahalattia a basso ed alto rischio.
Altre promettenti nuove metodiche sono 'analidi plimorfismi genici o SNPsSmall
Nuclear Polymorphisnmse il sequenziamento del DNA di nuova generaziongGS
(Next Generation Sequencjng

Lo studio dei polimorfismi genici nel MM ha recemtente portato all’identificazione di
alcune varianti alleliche significativamente coatel all'insorgenza della malattia e al
suo decorso clinico. Inoltre lo studio degli SNR# pavvalersi attualmente di una
tecnologia molecolare molto avanzata, rappresedgtaosiddettSNPs-array ovvero
da chip di dimensioni molto ridotte su cui sonadtazati diversisetdi oligonucleotidi
specifici per i principali polimorfismi presenti Ingenoma umano.

La tecnologia di sequenziamento di nuova generaz{dext Generation Sequencing
NGS) consente di sequenziare un humero molto @elidiasi in un unico esperimento
e puod essere applicata al sequenziamento delbinggnoma \(Vhole Genome
SequencingWGS), oppure di segmenti del genonize€p AmpliconSequencing |
risultati dei primi esperimenti di WGS nel MM handimostrato che tutti i pazienti con
MM sono portatori di mutazioni puntiformi in molsisni geni (NRAS, KRAS,
FAM46C, TP53 e CCNDZ5. Altri lavori hanno utilizzato la tecnologia di N&Gper
studiare campioni seriali di uno stesso pazientepostrando cosi la presenza
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contemporanea di diversi cloni all'esordio di nigdatche fluttuano durante il decorso
della malattia probabilmente sotto la pressionetged della terapia eseguita sul
pazient&"®

4. STADIAZIONE E FATTORI PROGNOSTICI

| pazienti con MM possono presentare un decorsocoliestremamente eterogeneo, e
proprio tale variabilitd ha reso necessario indigie specifici parametri che permettano
di distinguere una malattia aggressiva ad altchrisda una relativamente indolente e
definire modelli prognostici in grado di predire dapravvivenza e stimare la risposta
alle terapie. Tale esigenza e divenuta particolateneilevante negli ultimi anni in
relazione alla disponibilita di differenti opziofarmacologiche ed alla possibilita,
quindi, di modulare la strategia terapeutica suldatteristiche di rischio di ogni
paziente. Ad oggi siamo in grado di riconoscereoihtributo di numerosi fattori in
grado di influenzare la prognosi del MM, sia legatispecifiche caratteristiche dei
pazienti (come eta, comorbidita, performance stafuszionalita renale), che a
parametri indicativi della taglia tumorale o esgiese della variabilitd biologica della
malattia, che relati alla responsivita ai trattatitén

Uno dei primi tentativi di stadiare/stratificargpazienti con MM risale al 1975 ed é
rappresentato dallalassificazione di Durie & Salmon Tale sistema consentiva di
definire tre stadi clinici di malattia (I, Il, lllcorrispondenti ad una massa tumorale
progressivamente piu espansa, ed identificabilasbise del livello di emoglobina,
calcemia, estensione delle lesioni scheletrich@recentrazione della componente M
sierica e/o urinaria al basale. Venivano inoltrstidte due varieta, definite A e B, a
seconda che la funzionalita renale fosse, rispattente, normale (creatinina <2mg/dl)
o alterata (creatinina >2mg/dfl) Quindi una mera quantificazione della taglia di
malattia che non prendeva in considerazione agpatprettamente biologici, e gravata
dal fatto che uno dei parametri classificativivédutazione strumentale del danno osseo,
e altamente osservatore-dipendente.

Alle informazioni prognostiche derivate da quedtssificazione vengono attualmente
preferiti altri parametri di maggiore affidabilitquali lap2microglobulina f2M)%®*° |a
proteina C reattiva (PCRY, le latticodeidrogenasi (LDE}"*%?e I'albumind®. In tal
senso, a partire dagli anni 2000, é stato introddittsistema classificativdSS
(International Staging System) che definisce tre stadi di malattia a secondaiaggliildi
B2M (come indice di massa tumorale, funzionalitdatere stato immunitario), e dei
livelli di albumina (espressione indiretta dallzigzione paracrina ed autocrina di IL-6
e dello stato generale del paziente). Ogni stadiceta con una diversa sopravvivenza
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mediana, progressivamente ridotta allaumentareisiehio: 62 mesi per lo stadio |, 44
per lo stadio Il e 29 per lo stadiofit

Negli ultimi anni, inoltre, € venuta affermandosinc sempre maggiore rilevanza
I'importanza che le alterazioni citogenetiche e egolari svolgono nel condizionare la
prognosi dei pazienti con MM, in particolare la1dg13, la t(4;14), la t(14;16) e le
alterazioni del cromosoma 1 (delezione 1p, amplfficne 1q); tali anomalie sono gia
state illustrate nel capitolo dedicato alle alteraizcitogenetiche.

Al fine di avere una ancor piu incisiva stratificaze del rischio, sono stati proposti
negli ultimi anni alcuni nuovi score prognostici gnado di coniugare fattori relati al
burden tumorale e variabilita biologica della m@at>*% 1l pit recente &
rappresentato daRevised International Staging System (R-1SS)basato sulla
combinazione di stadio ISS, presenza di anomalgenetiche - con t(4-14), t(14-16) e
del(17p) come marcatori di rischio - e livelli dDH compresi nel range di normalita o
superiori. Il nuovo algoritmo € in grado di ideit#re 3 distinte popolazioni di pazienti
a diverso outcome, sia in termini di incidenzaalapse che di sopravvivenza a lungo
termine. La netta separazione tra i 3 gruppi dihis si mantiene anche diversificando
I'analisi per tipo di terapia ricevuta dai paziéfti

Tabella 3: Stadiazione Revised-ISS

Fattore prognostico Criteri
I B2-microglobulina < 3.5 mg/L; albumina sierieé8.5 g/dL
Stadio ISS Il Non soddisfatti i criteri per 1 o lll

i B2 microglobulina > 5.5 mg/L
High-risk Presenza di del(17p) e/o t(4;14), e/o t(14;16)

CA in FISH - — . —
Standard-risk| Non anomalie citogenetiche (CA) ad alto rischio
LDH Normale Livelli < limite normale di riferimento
Alto Livelli > limite normale di riferimento

Stratificazione del richio secondo il modello Reved-ISS

| Stadio ISS I, Standard-risk CA e normali livellildDH
Stadio R-ISS | 1I Non soddisfatti i criteri per | o lll

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

Altre caratteristiche che identificano un MM adoaltischio sono la presenza di
plasmacellule circolanti nel sangue periferico ¢mia plasmacellulat®*!y, e la
localizzazione extramidollate***di malattia, entrambe accomunate dalla capacita di
diffondersi al di fuori del midollo. La disseminamnie di cellule tumorali dal midollo e
legata ad alterata espressione di molecole di @ues recettori chemochinici, ed alla
presenza di diverse aberrazioni molecolari che ritanscono a determinare una
crescita neoplastica svincolata dal controllo delraambiente midollare, I'inibizione
dell’'apoptosi ed un escape dai meccanismi di immaneglianza. L’aggressivita della
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presentazione clinica, la frequente associazioneatta noti fattori di rischio, le scarse
profondita e durata di risposta ai trattamenti,aefdrte instabilitd genomica che
caratterizzano queste forme di MM, conferiscono ragnosi particolarmente
sfavorevole ai pazienti, soprattutto se in recidlvenalattia.

Un ultimo aspetto importante nel predire la sopieaza € rappresentato dalla risposta
alla terapia.

Da tempo € nota la correlazione tra risposta compl€ER) e outcomeper alcune
neoplasie ematologiche, quali la leucemia acutdinfami ad alto grado. Nel MM é
stato possibile indagare il rapporto tra la qualiédle risposte e gli outcomes a lungo
termine solo da quando i progressi in ambito tarape hanno consentito di aumentare
le percentuali di pazienti che raggiungono la-€R

Nel setting detrapianto autologo un’ampia metanalisi, condattagrando i dati di 21
diversi studi su una popolazione di quasi 5000 gudzi ha evidenziato I'esistenza di
una correlazione tra il raggiungimento di una reiise completa e la sopravvivenza
globale e libera da progressidtfe

La correlazione tra risposta, outcome e qualitdvithi, riscontrata anche in settings
differenti (pazienti non eleggibili al trapiarit§ malattia ricaduta/refrattafia) e con
differenti strategie terapeutiche, € la prova cheaggiungimento della CR debba
collocarsi tra gli obiettivi primari della teraptel MM. In tale contesto appare tuttavia
rilevante ottenere una CR duratura, in quanto sol@ risposta mantenuta nel tempo
risulta effettivamente un marker surrogato di bupragnost*®*%°

Sebbene I'attuale definizione di CR sia basatagleexemente su risultati sierologici e
di citologia, I'applicazione di metodiche sempre pensibilidi tipo immunofenaotipico,
molecolare e di imaginhga contribuito ulteriormente a definire il livelth profondita di
guesta risposta ed il suo impatto sull’outcomequesto contesto, la scomparsa della
malattia minima residua, valutata a livello mida#lamediante la citometria a flusso
multiparametrica (MFC), ha un significativo valgnegnostico, superiore a quello della
semplice morfologia convenzion&té La disponibilitd di markers molecolari, come il
riarrangiamento dei geni della catena pesante aelieunoglobuline (IgH), consente di
effettuare una valutazione della malattia minimaidea da un punto di vista
molecolaré®?

Le tecniche di imaging, come la RM o la PET, rapprdano un ulteriore valido
strumento per la valutazione della malattia minnegidua (e quindi per una piu precisa
definizione dello status di CR), grazie alla loapacita di identificare la persistenza di
lesioni focali scheletriche (potenziali sedi dilald mielomatose non secernenti) o di
siti di malattia attiva al di fuori del midofté®. La negativizzazione alla RM e/o alla
PET delle lesioni presenti all’esordio di malattiapo terapia mirata rappresenta un
fattore prognostico indipendente, favorevole, per aontrollo piu duraturo della
malattia e per un prolungamento della*¢$3%
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5. TERAPIA

La terapia del MM ha una storia lunga ed inizialtegmoco fruttuosa’. L'introduzione

in oncologia, a partire dagli anni ‘50-'60, degheati alchilanti, quali melphalan e
ciclofosfamide, delle nitrosouree, degli alcaloidella vinca (vincristina) e delle
antracicline (doxorubicina), e le prime dimostrazidella loro attivita contro le cellule
mielomatose, segnano formalmente l'inizio dellapéx del MM?’.

Nello stesso periodo emergono le prime evidenzefiitacia per i corticosteroidi,
prednisone e desametasone a dosi pulsate in pargéd*?°

L’'utilizzo di cicli intermittenti di melphalan-predsone (MP) ha rappresentato per molti
decenni il “gold standard” nel trattamento dei pati con MM. Con questa strategia
terapeutica si ottiene una risposta in circa il68@ dei pazienti, ma solo nel 5-10% di
questi € documentata una remissione completa (GRjurata media della risposta e di
1-2 anni e solo il 5-10% dei pazienti diventa uprsevivente a lungo termin& 3

Nel tentativo di migliorare 1 risultati terapeuticvengono proposte differenti
associazioni di farmaci chemioterapici, come VBMQW®ncristina, carmustina,
melphalan, ciclofosfamide e prednisone) e BMCP nicetina, melphalan,
ciclofosfamide e prednisone) che determinano uraftarate di risposta, senza tuttavia
influenzare la sopravvivenza globale, che si ategbrno ai 3 anf®.

Uno dei regimi polichemioterapici piu utilizzatséato il VAD (vincristina, adriamicina,
desametasone), che presenta i vantaggi, rispétt@liie combinazioni, di una rapida
induzione di risposta, del possibile impiego in ipati con insufficienza renale, e
dell’assenza di tossicita nei confronti delle dellstaminali emopoietiche sdrie
L'incapacita di altri agenti chemioterapici, da isol in combinazione, di influire
positivamente sul prolungamento della sopravvivehaaportato ad un periodo di
sostanziale stagnazione terapeutica durato olten0

Agli inizi degli anni '80, le prime evidenze di ur@rrelazione dose-risposta per |l
melphalan e la successiva introduzione della chiemapia con alchilanti ad alte dosi
seguita dal trapianto di cellule staminali emopolet, autologo e allogenico, ha aperto
una nuova era terapeutita

Tuttavia e a partire dagli anni 2000 che avvienedi “rivoluzione” nella terapia del
MM, grazie all'introduzione nella pratica clinicaid'nuovi farmaci”, ovvero agenti non
antiblastici in grado di esercitare la propria\étéi, oltre che sul clone neoplastico,
anche a livello del microambiente midollare, il cuolo, come gia ricordato, € cruciale
nella crescita, sopravvivenza e resistenza allenadterapie convenzionali delle cellule
mielomatos&™.

Tra i nuovi farmaci entrati a far parte stabilmeikella pratica clinica, gli agenti
immunomodulatori talidomide e lenalidomide e litdve del proteasoma bortezomib
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variabilmente associati tra loro o in combinazi@o® chemioterapici convenzionali,
hanno drasticamente migliorato I'outcome clinicoi g@zienti con mieloma, sia
all'esordio di malattia che nelle fasi piu avanzai@ indipendentemente dall’eta.
Ulteriori nuovi farmaci appartenenti a diverse slas con differenti meccanismi
d’azione sono in fase di studio pre-clinico e dmicon la prospettiva futura di un
panorama terapeutico ancora piu armpio

Nei prossimi paragrafi saranno analizzati i mecganid’azione ed il profilo di tossicita
dei principali nuovi farmaci e, successivamentea dlustrato il ruolo fondamentale che
rivestono nella terapia del MM di nuova diagnosinel contesto della malattia
ricaduta/refrattaria.

5.1 PRINCIPALI FARMACI: MECCANISMI D’AZIONE E
TOSSICITA

5.1.1 TALIDOMIDE

=T

O
2-(2,6-dioxopiperidin-3yl)-1H-ismlole-1,3(2H)-dione

Talidomidee un derivato dell’acido glutammico, introdottolagdratica clinica alla fine
degli anni ‘50 come sedativo. Il suo utilizzo partérapia dell'insonnia e delle nausee
mattutine nelle donne in gravidanza é stato resgwlesdi piu di 10.000 casi accertati
di gravi malformazioni neonatali, in particolare fticomelid®. In conseguenza di
questa grave teratogenicita il farmaco fu ritirded mercato all’inizio degli anni ‘60 e
da allora e stato utilizzato sporadicamente iniat@patologie, come I'eritema nodoso
lepromatoso, le lesioni cutanee da LES, la stomafiiosa AlIDS-relata e la malattia da
trapianto contro 'ospite (GVHD). L’efficacia dedfmaco in queste diverse condizioni
cliniche ha indotto i ricercatori ad indagare utiemente la molecola, con conseguente
dimostrazione delle sue significative proprietdamgiogenetiche’ 3%

Proprio queste proprieta del farmaco, correlatéewatlenza sperimentale che
I'angiogenesi midollare riveste un ruolo di pringarimportanza nello sviluppo,
progressione e prognosi della malattia, costituisecd razionale per l'utilizzo della
talidomide nel mieloma multiplo.
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Meccanismi d’azione

I meccanismi tramite cui talidomide esplica la aa@ne antitumorale sono molteplici.

- Inibizione dell’angiogenesitrials preclinici e studi in vitro hanno dimodtrache
talidomide sembra inibire I'angiogenesi indotta ddGF pasic fibroblast growth
factor) e dal VEGF Yascular endothelial growth factprTuttavia, 'osservazione che la
densita microvascolare del midollo osseo e la aunaeione plasmatica di VEGF e
bFGF non differiscono in modo significativo tra azienti responsivi o refrattari alla
terapia con talidomide suggerisce l'esistenza derwri potenziali meccanismi
d’aziong® %

- Inibizione della produzione di citochine e fattdr crescita talidomide determina una
diminuita attivita del fattore trascrizionale NF-kBer inibizione diretta del suo legame
con il DNA, o per inattivazione della chinasi respabile della degradazione del suo
inibitore (I-kB), con conseguente ridotta produzodi IL-6"*°. Inoltre & in grado di
inibire la sintesi del TNF (facilitando la degradazione del suo mRNA) e di
conseguenza ridurre la produzione di alcune matedddesione (VLA-4, ICAM-1,
VCAM-1) normalmente trascritte in presenza di altecentrazioni di tale fattor& 42

- Modulazione di molecole di adesione cellularegolando I'espressione di tali

molecole, talidomide riduce le interazioni tra gkl mielomatose ed il microambiente
43144

midollar
- Azione pro-apoptoticaalidomide sembra indurre un arresto di cresitante la fase
G1 del ciclo cellulare, con conseguente apoptosiiamée attivazione della caspasf3

- Azione immunomodulantetalidomide €& in grado di promuovere una risposta
immunitaria nei confronti del clone neoplasticargilando la proliferazione di linfociti

T citotossici, la secrezione di IFNe IL-2, I'espansione numerica e l'incremento di
capacita funzionale citotossica dei linfociti MK’

APOPTOSI INIBIZIONE DI CITOCHINE
ARRESTO PROLIF. /‘%\

IL-6 4
D ANTI- RIS
ADESIONE VEGF )

/ VCAM-1 CeIIuIe stromali
— A’
°°n1|d:;sllarl ®©

VEGF 4 <> @ NK A

bFGF 4 -
S
1

| anTI-ANGIOGENEST RS
ANTI-ANGIOGENESI IMMUNOMODULAZIONE

Figura 3. Meccanismi d’azione di talidomide
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Profilo di tossicita

Limpiego di Talidomide e gravato da una non traabile tossicita, soprattutto
extramidollare, dipendente dal dosaggio e dallaatdurdi somministrazione, che
comporta elevate percentuali di diminuzione di doséscontinuazione della terapia.

Le reazioni avverse di piu comune riscontro (almemoterzo dei pazienti), come
sonnolenza, rash cutaneo, stipsi, astenia, sonareehte di modesta entita e
reversibili, e possono andare incontro a tollerarzalleviarsi alla diminuzione del
dosaggio di talidomidé®. | problemi clinici piu rilevanti emersi dall’'utidizo della
talidomide sono invece la neuropatia perifericasgsa, (associata principalmente a
terapia di lunga durata), e 'aumentata incidernizeothboembolismo venoso.
Ovviamente, in considerazione dei noti effetti tegani, € mandatoria una adeguata
copertura anticoncezionale per i pazienti in etélée

- Neuropatia periferica (PNjappresenta la complicanza che maggiormenteeinfla la
qualita di vita dei pazienti. Il danno nervoso, &si evince da studi su conduzione
nervosa e potenziali evocati somatosensoriali,quiapparsi come neuropatia assonale
lunghezza-dipendentexXonal dying-back degeneratipa, meno frequentemente, come
una gangliopatia sensitiva. Si tratta di una neatiapprevalentemente sensoriale,

bilaterale e simmetrica, talora altamente invalidache coinvolge principalmente le
estremita distali (mani e piedi) con andamento raseete, e che si manifesta con
parestesie, disestesie, tremori ed alterazionadmlarcia. La sintomatologia insorge
generalmente dopo un’esposizione prolungata nelpderalla talidomide; la sua
potenziale irreversibilita, anche dopo adeguataziwmhe di dose del farmaco, richiede
uno stretto monitoraggio clinico. L'incidenza di RINgrado 3-4 riportata in letteratura
& variabile dal 3% al 18% dei c#Si™>

- Tromboembolismo venoso (TEV)a patogenesi dellaumentato rischio trombotico
appare multifattoriale e non del tutto ndfaL’incidenza complessiva di TEV varia
dall'8 al 23% a seconda delle casistiche, e risofi@ssima quando talidomide e
somministrata (in assenza di un’idonea profilagdirambotica) in associazione ad
antracline o altri farmaci chemioterapici (rang88434). Il rischio di TEV sembra
correlare inoltre con la taglia neoplastica (giisando lincidenza notevolmente
superiore nei pazienti all’esordio rispetto ai pati in ricaduta). Viene segnalata inoltre
un’incidenza nettamente superiore nei primi 2-3irdeR'inizio della terapi&™.

Non c’é al momento in letteratura un consenso unargirca il farmaco da utilizzare
per la profilassi del TEV; sono state proposte despeutiche di anticoagulanti orali
(INR=2-3) o dosi fisse sub-terapeutiche, eparinbagso peso molecolare, oppure
dosaggi variabili di acido acetil-salicilico (ASAY.

Un recente studio randomizzato volto a valutarenigliore terapia profilattica per la
TVP non ha evidenziato la superiorita di un tragato rispetto ad un altro nei pazienti
privi di fattori di rischio aggiuntivi, mentre peémazienti anziani con fattori di rischio
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trombo embolici € consigliata una terapia profit@t con eparina a basso peso
molecolaré®®.

5.1.2 IMiDs o ANALOGHI DELLA TALIDOMIDE

| farmaci immunomodulatori (IMiDs), tra i quali landomide (Revlimid®) e
pomalidomide (Imnovid®) sono ormai di uso consdidanella pratica clinica
quotidiana, sono molecole di derivazione dalladtatide, sviluppate allo scopo di
potenziarne gli effetti e migliorarne il profilo thssicita.

L’azione antitumorale degli IMiDs deriva principadémte dall’attivita che esercitano sui
processi di sorveglianza e regolazione immunolggiclla proliferazione-
differenziazione-apoptosi cellulare e sul microagnité midollare.

LENALIDOMIDE

e

NH;
3-(4-amino-1-oxo1,3-dihydro-2H-isondol-2-yl) pipéine-2,6-dione

Lenalidomide (CC-5013), IMID di seconda generazjanstata ufficialmente approvata
(in associazione a desametasone) per il trattameeitdViM ricaduto/refrattario (nel
2006 dalla FDA e nel 2008 da EMA), e piu recenteim€¢R017) come terapia di prima
linea nei pazienti non candidabili a chemioteragiaalte dosi. Il suo ampio profilo
d’azione ne consente I'impiego anche in altre ertiepquali leucemia linfatica cronica,
sindrome mielodisplastica con delezione 5q, linfonantellare e macroglobulinemia di
Waldenstronr®.

Rispetto a talidomide, lenalidomide € caratteriazdd maggior efficacia e miglior
profilo di sicurezza, in particolare per la draaticduzione della neurotossicita.

L’escrezione del farmaco & prevalentemente renadecio il dosaggio deve essere
adeguato alla clearance della creatitiha

Meccanismi d’azioné>®
1) Azione immunomodulatrice

» Co-stimolazione dei linfociti T: I'attivazione dellT-cells richiede un duplice
segnale, quello inviato dal cell receptor(TCR), che lega il suo specifico
antigene, e la co-stimolazione (legame B7-CD28)opdra di unaantigen
presenting cellAPC). In presenza di lenalidomide il secondo ségmon e
necessario. Essa incrementa la produzione di Itrén{te enhancementel
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fattore di trascrizione AP-1) e favorisce la fodfmione di CD28, con
conseguente trasduzione del segnale via PI3K oelllele T attivate.

Attivazione delle cellule NK: oltre a favorire laghferazione delle cellule NK
tramite IL-2 e IFN, lenalidomide promuove anche la ADC@n{ibody
dependent cellular cytotoxicjtyovvero lI'induzione della morte cellulare tramite
il legame del complesso antigene tumorale+Ig attere F¢ della NK, la quale
attiva il rilascio di perforina e granzime (moleedlitotossiche).

Inibizione dei T-reg: e stato notato come, nondstdiaumento di IL-2 indotto
dagli IMiDs, vi sia una riduzione dell’attivaziorgei T-reg mediata da questa
citochina, con conseguente riduzione della tolle@ammmunitaria; essa €
probabilmente dovuta a riduzione dei livelli dettdae di trascrizione FOXP3
(Forkhead box Pgimplicato nel loro sviluppo.

2) Azione sul microambiente midollare

Proprieta anti-angiogenetiche: lenalidomide espliea sua azione anti-
angiogenetica (inferiore a quella di talidomidedraaterso una riduzione dei
livelli di VEGF e bFGF. Inibisce inoltre la fosfétaizione (e quindi I'attivazione)
della proteina Akt, elemento cardine dpathway PI3K, implicato nella
proliferazione cellulare e nell'induzione dell’angenesi.

Proprieta anti-infiammatorie: numerose citochinarf@auna duplice azione, pro-
inflammatoria e pro-mielomatosa. Ad esempio I'erzinticlossigenasi-2
(COX2) converte l'acido arachidonico in prostaglaedE2, che a sua volta
promuove l'angiogenesi e la produzione di IL6. Uetmmide inibisce
I'espressione della COX2 ed il rilascio di citookiguali TNF, MIPla, GM-
CSF.

Downregolationdelle molecole di adesione: lenalidomide riducgraduzione
di TNFa, responsabile, se in alte concentrazioni, deli@ppressione di
molecole d’adesione come LFA1, ICAM1, VCAM1, VLAK, quali consentono
il legame PC-BMSC e conseguentemente la crescitasepravvivenza delle
cellule neoplastiche.

Azione sugli osteoclasti: studi in vitro dimostraobe gli IMiDs riducono la
differenziazione osteoclastica, probabilmente odo il fattore di trascrizione
PU.1 e la MAP chinasi pERK.

3) Azione antiproliferativa lenalidomide aumenta l'espressione di p21, p2plé

(inibitori delle kinasi ciclino-dipendenti) che pgara una ridotta fosforilazione delle
proteine RBs, con arresto del ciclo cellulare if@N E’ stato inoltre dimostrato che,
dopo un trattamento di lunga durata, gli IMiDs desegolano I'attivita di NF<B nelle
cellule mielomatose: a cid consegue una riduzionprateine anti-apoptotiche come
clAP2 e FLIP, inibitori della caspasi-8, che risuftunque iperattiva.
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Profilo di tossicita

A differenza di talidomide, lenalidomide non indusedazione, stipsi 0 neurotossicita.
La sua tossicita &€ prevalentemente ematologicansisie in una mielosoppressione di
grado variabile, con neutropenia e piastrinopemstigili con opportune riduzioni di
dose e supporto con fattore di crescita granulagitdl rischio di TEV appare
sostanzialmente sovrapponibile a quello riscont@in talidomide e rende pertanto
necessaria una profilassi antitrombotica. Altredffavversi segnalati sono ipokaliemia,
crampi muscolari e diarrea, specialmente in seguisomministrazioni prolungate nel
tempo: quest’'ultima appare secondaria ad un malaissento degli acidi biliari e trova
beneficio dall'assunzione di colestiramiria
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4-amino-2-(2,6-dioxopiperidin-3-yl) isoindole-1,3sde

POMALIDOMIDE

Pomalidomide (CC-4047), € un immunomodulatore diageyenerazione recentemente
testato in numerosi studi clinici che ne hanno =30 I'approvazione nel 2013, prima
da parte della FDARood and Drug Administratigne poco dopo dal’lEMAEuropean
Medicine Agengy per trattamento di pazienti con MM ricadutoragtiario a piu di due
linee di terapia, comprensive di lenalidomide etdmymit®-*°*

Pomalidomide viene somministrata per via orale d¢abwizzata tramite la via del
citocromo P450 (CYP1A2 e CYP3A2), per poi essemiphta per via renale sotto
forma di metaboliti (che non sembrano contribuildazione farmacologica), a
differenza di lenalidomide che & escreta per la gimagparte invariata. Non sono
pertanto necessarie modificazioni di dose in pazgem insufficienza renaté.

L’azione antitumorale viene esercitata prevalent@menediante effetti antiproliferativi
e pro-apoptotici sulle plasmacellule, immunomodigiag (aumento dell’attivita dei
linfociti T e delle NK, soppressione dei linfocifi regolatori) ed interazione con il
microambiente midollare (effetti antiangiogenetezl anti-infiammatori). Sono stati
osservati anche effetti citotossici da parte degliDs, prevalentemente attraverso
I'inibizione del nuclear factor k-B (NFkB) e lindione dell’apoptosi tramite le
caspasi-8. L'azione di pomalidomide si € dimostesisere ancora piu potente di quella
esercitata dagli altri IMiD'$®

La principale tossicita di pomalidomide € di tipmatologico, con in particolare una
neutropenia di grado 3-4, riportata a seconda aalgstiche come variabile dal 26 al
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66%, che si presenta piu frequentemente nei pricli di terapia e che appare
dipendente dal dosaggio utilizzato (2-4 mg) e damero di precedenti linee

terapeutiche. Effetti collaterali non ematologiadne poco comuni e raramente
determinano discontinuazione dalla terapia o mdktpiu frequentemente riportato é
I'astenia, rilevata nel 62% dei pazienti (8% di dpa3-4). L'incidenza di eventi

tromboembolici e simile a quella riportata peraitri IMiDs e rende pertanto necessaria
una profilassi antittomboti¢&.

Meccanismo di resistenza agli IMiDs

E stato ampiamente dimostrato come la protegr@blon (CRBN) sia un importante
mediatore dell'attivita antiproliferativa ed immunodulatrice degli IMiD*>*®
Questa proteina forma, insieme alle proteine lagaldNA danneggiato DDB1, Cullin-
4A (CUL4A) e al regolatore delle culline ROC1, ibraplesso E3 ubiquitina-ligasi,
responsabile dell'ubiquitinazione e quindi delfeinazione di molte proteine. | farmaci
della classe degli IMiDs legano direttamente CRBhNeecambiano la specificita per il
substrato, portando ad un minor tasso di degradezper alcune proteine (come la
homeoboxMEIS2) ed incrementando invece il tasso di degrimah@ di altre, quali
quelle derivate dagli oncogeni MYC e IRF4 ed i drdis Ikaros (IKZF1) e Aiolos
(IKZF3). Questi ultimi due sono dei fattori di regsione trascrizionale
dell'interleuchina-2: la loro degradazione da patteCRBN, su stimolo degli IMiDs,
porta a una maggiore quota di trascrizione di le-2juindi a migliore capacita di
attivazione dei linfociti T e di controllo immunita della neoplasi&’.

Alcuni studi hanno dimostrato come l'espression€R@BN possa risultare predittiva di
progression free survivad risposta agli IMiDs: nei pazienti con espressidn CRBN
molto bassa la risposta e praticamente nulla, reaitr livelli di CRBN correlano con
una prognosi miglior®®. Di conseguenza, una ridotta espressione di CR8tkelpbe
essere responsabile di fenomeni di resistenzasidaemaci.

Tuttavia, studi piu recenti hanno dimostrato comedle mutazioni di CRBN non
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Siano in grado di spiegare appieno i meccanismiradiistenza; in particolare
pomalidomide pud rimanere attiva anche su cellegéstenti a lenalidomid®. Da qui,

il tentativo di scoprire altri mediatori a valle iRBN che possano spiegare la
variabilita di risposta in pazienti con medesimiovadi CRBN. Questi sono stati
identificati nei livelli di espressione delle CRBNRding proteinsed in particolare di
Ikaros e Aiolos. Una ridotta espressione di qu@stgeine correla con una mancata
risposta al trattamento e ad una ridottd ®%°

5.1.3 INIBITORI DEL PROTEASOMA

Il proteasoma & un complesso multienzimatico prteseel citoplasma di tutte le cellule
eucariote, la cui funzione fisiologica e di catabmdre e scindere in piccoli frammenti
polipeptidici la maggior parte delle proteine imeeHdulari destinate all’eliminazione. Le
proteine mal ripiegate o non piu funzionanti préseella cellula vengono, infatti,
marcate attraverso il legame (in successive taprématiche) con l'ubiquitina, che
viene riconosciuta a sua volta e legata dal proteas Una volta nel proteasoma, la
proteina bersaglio si libera dal legame con l'uliiga e viene degradata.

Il proteasoma 26S si compone di un core 20S piititenl formato da due anelli alfa
esterni e due anelli beta interni in cui risiedersiomini catalitici, e da due subunita
regolatorie 19S che hanno la funzione di riconmseeindirizzare alla degradazione le
proteine precedentemente sottoposte ad ubiquiindZi "2 L'attivita catalitica dei
domini centralif puo essere di tre tipchimotrypsin-like(CT-L) mediata dalla catena
B5, trypsin-like(T-L) dallap2 ecaspase-lik€C-L) dallapl. (vedi figura 5)

La lista delle proteine target che vengono cordteldal sistema ubiquitina-proteasoma
comprende cicline, chinasi ciclino-dipendenti, oy@oi, tumor suppressor genes
attivatori e inibitori di fattori di trascrizione.

Nelle cellule neoplastiche il proteasoma e impbcaéi meccanismi che sottendono la
crescita tumorale, I'apoptosi, I'angiogenesi e iffludione metastatica, rappresentando
quindi un potenziale bersaglio terapeutico.

La sua continua attivita catabolizzante e necessper il corretto funzionamento
cellulare. Tuttavia, anche una sua eccessivatatfivo risultare dannosa per la cellula.
Quando le proteine mal funzionanti o danneggiate gooppe, normalmente I'attivita
del proteasoma diventa insufficiente ed esse siraatano nel citoplasma, attivando i
meccanismi apoptotici della cellula attraverso tsiddetta UPR unfolded protein
respons€®Y. E quanto awvviene tipicamente nelle cellule tumliorSe pero il
proteasoma incrementa la propria attivita, la ¢@ltumorale non va piu in apoptosi e,
anzi, puo acquisire resistenza alle terapie. Neb ckel MM, é stata appunto riscontrata
un’eccessiva attivita del proteasoma, che riesseadegradare una quantita di proteine
anomale molto superiore alla norma, facendo maraleellule neoplastiche la spinta
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apoptotica mediata da UPR e favorendone, quindlirattamente la crescita e la
proliferazione. L'azione degli inibitori del protsama (PI) € quindi quella di ridurre
guesta eccessiva attivita e di ristabilire i notmagccanismi di controllo tumorale. Tali
farmaci sono particolarmente efficaci nel caso Nl poiché le PC neoplastiche,
sintetizzando le immunoglobuline monoclonali, harumo altissimo tasso di sintesi
proteica non funzionale e di conseguenza un atisstimolo intrinseco del’lUPR, che
viene bloccato soltanto dall’'aumentata attivita pretteasonid>.
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Figura 5: Sistema ubiquitina-proteasoma e strutieigproteasoma

BORTEZOMIB

Bortezomib (acido boronico N- (2,3-pirazin)carbehnifenilalanina-L-leucina o PS-
341, Velcade®) € il capostipite degli inibitori gebteasoma.

Bortezomib é ufficialmente approvato da FDA ed EMA, differenti regimi di
combinazione, nel trattamento di prima linea deigrati candidabili e non candidabili a
ASCT, e nel trattamento del MM ricaduto/refrattario

Bortezomib ha la capacita di legarsi reversibilreemtutte e 3 le subunita catalitiche del
core 20S, con particolare affinita per la suburfita CT-L, inibendo I'attivita del
proteasoma e causando un accumulo delle proteiséingie alla degradazione
proteolitica. Le cellule di mieloma hanno un’elevasensibilita all’azione di
bortezomib, 20-40 volte maggiore rispetto all'éffeinibitorio che questo farmaco
svolge nei confronti delle cellule mononucleatecaianti del sangue e 170 volte
maggiore rispetto a quella esercitata sulle BMS@estp maggiore sensibilita delle
cellule mielomatose comporta come risultato biatogina spinta apoptotica specifica e
mirata nei confronti delle cellule neoplastitfe
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Meccanismi d'azione

L'effetto antitumorale complessiva di bortezomith M@/ € il risultato di molteplici e

fini meccanismi d’aziong>®
1) Azione sulle cellule neoplastiche

Inibizione di NF-kB: e un fattore trascrizionale eclsvolge una importante
azione fisiologica in corso di processi flogisteimmunitari. Nel processo di
tumorigenesi NF-kB € responsabile di un incremed#adla proliferazione

cellulare, dell'inibizione dell’apoptosi, del pras® invasivo localizzato e
metastatico, dell'induzione dell'angiogen€si’’

Fisiologicamente I'eterodimero NF-kB si trova rmtoplasma legato al suo
inibitore I-kB. La stimolazione cellulare da padecitochine, o anche da fattori
di stress come i farmaci chemioterapici, inducedigradazione di I-kB

attraverso il proteasoma, con la conseguenteaattme di NF-kB e la sua
traslocazione nel nucleo, dove stimola la tragamz di geni implicati nella

sopravvivenza ed adesione cellulare e nella piodaz di citochine

(specialmente IL-6). Bortezomib inibisce [I'att&itdi NF-kB bloccando la
degradazione di I-kB. Cio induce anche una rideeidei livelli di Bcl-2, una

ridotta sintesi di inibitori dell'apoptosi (IAPsljattivazione della Caspasi-9 e la
ridotta produzione di fattori pro-angiogenetigivedi figura 6).
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Induzione dell'apoptosi il meccanismo che porta all’apoptosi segue due
possibili vie. La prima viene definita estrinseparché inizia con l'attivazione
dei cosiddetti recettori di morte (FAS e TRAIL),epgenti sulla superficie
cellulare, i quali innescano una cascata di eviettacellulari che conducono
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all' attivazione delle caspasi, in particolare Espasi-8. La seconda via, detta
intrinseca, coinvolge prevalentemente i mitocoedrie basata sull’equilibrio fra
proteine antiapoptotiche (Bcl2, Mcll) e due grugipproteine proapoptotiche, il
gruppo Bax e le proteine BH®ly. Bortezomib € in grado inoltre di innescare
la via estrinseca dell’apoptosi (Caspasi-8) medidiattivazione di JNK, con
conseguente aumento di FAS. Inoltre, attiva la imitainseca attraverso un
accumulo di ioni calcio nei mitocondri e consegeerdlterazione della
permeabilita della membrana mitocondriale, conréibmne del citocromo-c e
attivazione della caspast‘§%° Un altro stimolo pro-apoptotico & rappresentato
dalla capacita del farmaco di inibire il sistema rgharazione del genoma
attraverso l'inattivazione della proteina chinadiAdipendente e attraverso la
salvaguardia della via p53. Infatti, un importastéstrato del proteasoma é il
sistema p53/MDM2. Diversi stress cellulari favooso I'accumulo della
proteina p53, il cui ruolo é linduzione dell'anesdel ciclo cellulare o
I'induzione di meccanismi di riparazione o apoptasi presenza di danni sul
DNA. Tuttavia I'accumulo di p53 aumenta I'espresgiadi MDM2, che a sua
volta ubiquitina p53 e la rende suscettibile allgrhdazione proteasomica.
Quindi, attraverso I'impiego di un inibitore delgpeasoma, potrebbe essere
possibile preservare la via di p53 e favorire i ca@ismi riparativi o 'apoptosi
delle cellule che hanno subito un danno al prop&atimonio genetico. Questo
effetto permette di abbassare la soglia terapeuticalcuni chemioterapici e
pone le basi per un’azione sinergica con giféstnfine, anche il meccanismo
della UPR contribuisce allo stimolo apoptotico,ivaihdo direttamente la
Caspasi-2, a valle di entrambe leXf&®
2) Azione sulla farmacoresistenzda resistenza farmacologica delle cellule
mielomatose, mediata dalle complesse alteraziametgm-molecolari da esse acquisite
e dalle interazioni che stabiliscono con il micrdéemte midollare, rappresenta il
maggior ostacolo all’eradicazione della malattianimia residua. Purtroppo le vie
attraverso le quali la farmacoresistenza viene ttadsono molteplici e molto

complesse; tra queste spicca per importanza ketiime costitutiva di NF-kB. Studi in
vitro dimostrano che bortezomib, inibendo quepeihway sensibilizza le cellule
neoplastiche all'azione di doxorubicina e melphaldaggiunta del desametasone
potenzia l'effetto. Studi preclinici hanno dimostrahe il ripristino della sensibilita ai
chemioterapici nelle cellule trattate con bortezmridovuto a: inibizione di NF-kB,
down regulation della via p44/42 MAPK, aumento di p53, interfer@nzon i
meccanismi dicross talk PC-BMSC®. L'aumento della chemiosensibilita dipende
anche dalla capacita di bortezomib di inibire laurazione (e di conseguenza l'attivita)
della glicoproteina-P (in grado di indumaulti drug resistance®>.
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3) Azione sull'ossoil legame di RANKL al suo recettore RANK sullapsuficie dei
precursori osteoclastici induce l'attivazione destama NF-kB che permette la
differenziazione e I'attivazione degli osteocld€IC). Tale effetto & abolito in presenza
dell'inibitore del proteasoma. Il sistema ubigudtiproteasoma € coinvolto anche nella
differenziazione osteoblastica, esso modula I'espome dibone morphogenic protein

2 (BMP2) via Wnt e di Runx2/Cbfal/Osterix. Bortezbnguindi non solo contrasta
'esaltato riassorbimento osteoclastico (riduziodei markers NTX, RANKL,
TRACP5b, CTX) ma favorisce anche l'apposizione gsm neoformato (aumento di
ALP e OC e calo di DKKZ®.

4) Azione sul renela forma piu comune di coinvolgimento renale MVl e una
nefropatia tubulo-interstiziale nota commast nephropathyche si associa ad atrofia del
tubulo renale e presenza di cilindri composti d&ma leggere aggregate dalla proteina
di Tamm-Horsfall. La patogenesi di queste lesianricercata nell’ azione citotossica e
pro-infiammatoria delle catene leggere endocitadédledcellule epiteliali tubulari:
assistiamo all’ abnorme produzione di citochineligid, IL6, TNFa, TGFu e B, che
attivano le vie di trasduzione del segnale NF-kBIAPK'"". Bortezomib & altamente
efficace nel paziente con insufficienza renale solo per la rapida diminuzione della
taglia neoplastica e per la farmacocinetica nonofegiva, ma anche per la sua capacita
di agire al cuore della patogenesi del danno tubtiia

Tossicita

Gli eventi avversi piu frequentemente associatiraitamento con bortezomib sono
disturbi gastrointestinali (nausea, diarrea, stipgmito, anoressia), costituzionali
(astenia e febbre), ematologici (piastrinopeniagnaia, neutropenia), infezioni da
Herpes Zoster, ipotensione e neuropatia perifeticgenerale questi effetti collaterali
sono prevedibili, gestibili con appropriate teramle supporto e solo raramente
comportano la sospensione del trattam&fts®

La neuropatia periferica (PN) I'effetto collaterale che piu condiziona la dizati vita

e la compliancedel paziente e che puo portare a riduzioni di dos® sospensioni
definitive del farmaco. La PN indotta indotta datbaomib € prevalentemente di tipo
sensitivo (polineuropatia sensoriala assonale esgamte le piccole fibre) ed e
reversibile nella maggior parte dei pazienti, cartempo mediano per la remissione dei
sintomi pari a circa 3.5 mé&*® || quadro clinico & caratterizzato da parestesie,
formicolio, bruciore, intorpidimento e dolore, cirderessano piu frequentemente gli
arti inferiori rispetto a quelli superiori. La samhatologia ha una distribuzione
caratteristica a guanto e calza, con iperestessmuptentata sensibilita dolorosa al caldo
e al freddo. La PN é riportata in letteratura carincidenza variabile a seconda dei
diversi studi e dell’eta dei pazienti trattati, quercentuali di neuropatia di grado 3-4 dal
12 al 25%'°2 Il meccanismo patogenetico attraverso il qualkkezomib danneggia le
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fibre nervose non é ancora chiaro. Recentementat& ipotizzata la presenza di una
predisposizione genetica allinsorgenza della rpaira; tale ipotesi scaturisce dai
risultati di alcuni studi in cui si € rilevata ussciazione tra I'insorgenza di neuropatia
da bortezomib, differenpatternsdi espressione genica (GEP) e polimorfismi di sing
nucleotid®*% Comunque, a causa delle limitazioni metodologicteglid studi,
occorre cautela nell'interpretazione di questi.dadi comparsa di neuropatia puo essere
ridotta dalla recente introduzione della sommia&tne sottocutanea di bortezomib:
uno studio francese ha dimostrato infatti comeoharsinistrazione sottocute, a parita di
efficacia, riduca l'incidenza di neuropatia dal 1696% .

La piastrinopeniaindotta da bortezomib € tipicamente transitori@o® un pattern
ciclico e prevedibile di riduzione e recupero deltata piastrinica che fa supporre una
azione citostatica piu che citolitica nei confrodél megacariocita. La produzione di
piastrine da parte dei megacariociti & infatti wagesso in parte dipendente da NF-kB,
principale fattore inibito da bortezomib, mentreskrezione di trombopoietina (TPO)
non viene influenzata da questo processo. L'inddedi piastrinopenia di grado 3-4
varia in letteratura dal 13 al 3896".

Un altro evento avverso dovuto a bortezomib edgtivazione dell'infezione da virus
dell’Herpes Zosterll meccanismo preciso alla base di questa mdgbittifettiva é
sconosciuto, anche se alcuni studi chiamano inactéugliminuzione dei linfociti T
CD4+ osservata nei pazienti trattati con bortezomibui consegue I'indebolimento dei
sistemi di sorveglianza e di lotta alle infezioniali'®®. L'adozione di una terapia
profilattica con Aciclovir consente di annullare@munque ridurre significativamente il
rischio di riattivazione di HVZ, soprattutto neizpenti trattati con la combinazione
bortezomib/desametasdnie

CARFILZOMIB

Carfilzomib (PR-171, Kyprolis®), Pl di seconda gexmone, appartiene alla classe
degli epossichetoni. E’ ufficialmente approvatoFl2A e EMA in combinazione con
desametasone o con lenalidomide-desametasone tpaitamento di pazienti con MM
ricaduto/refrattario che abbiano ricevuto almena precedente linea di terapia.
Carfilzomib blocca irreversibilmente la subur{a del proteasoma con la stessa affinita
di bortezomib, ma in maniera ancora piu specifiqgotente: infatti la funzione della
subunita puo essere ripristinata solo in seguita@a sua nuova sintesi proteica. Cio
determina, al contrario dei Pl boronati, un’aziqie selettivita sul proteasoma ed una
minore attivitdoff targef®®2%

Lo spettro d’azione ricalca in gran parte quelldditezomib, essendo stata dimostrata
in studi preclinici anche per gli epossichetoniaitivita sul riassorbimento osseo e
un'azione pro-apoptotica su cellule tumorali alliveli diversi organi e apparati>°>
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Carfilzomib sembrerebbe garantire risposte ancheamenti resistenti a bortezomib;
inoltre, presenta un profilo di tossicita piu faeeole, essendo gravato da una minore
neurotossicita>2%

La suatossicita e, invece, prevalentemente cardiovascolapimi studi condotti nel
setting del MM ricaduto/refrattario hanno evidemzian un 4% dei casi comparsa o
aggravamento di scompenso cardiaco, edema polmoipamrtensione o cardiopatia
ischemicd”’. Il meccanismo patogenetico & poco noto: seconlone ipotesi
carfilzomib danneggia le cellule endoteliali vaseohttraverso I'azione sui mitocondri,
secondo altre sono coinvolti direttamente i cardamiti’®® Sono raccomandate
pertanto prima di iniziare un trattamento con ¢zofnib I'esecuzione di
un’ecocardiografia, di solito integrata ai valorBNP/NT-BNP per valutare la presenza
di un eventuale pregresso scompenso non noto, edowetto monitoraggio della
pressione arteriosa in corso di trattam&htoAltri eventi avversi frequentemente
riportati sono di ordine ematologico (trombocitogemnemia, linfopenia).

IXAZOMIB

Ixazomib (MLN9708, Ninlaro®) & il primo PI di secta generazione a formulazione
orale ad essere stato valutato per il trattamesitd/id/.

Chimicamente e un estere citrato dell’acido borborthe a contatto con soluzione
acquosa o plasma viene immediatamente idrolizzetla sua forma biologicamente
attiva (MLN2238), la quale si lega in maniera delate reversibile alla subunifib del
complesso 20S del proteasoma, determinandone ifioite. Ad alte concentrazioni
I'inibizione e estesa anche ai siti proteoliticspasi-like 1) e tripsina-like 2). Gli
studi preclinici hanno dimostrato come, a frontdladstessa potenza e selettivita
nell’inibire il proteasoma, ixazomib presenti umig di dissociazione dal proteasoma
6 volte inferiore rispetto al bortezomib, associad una maggior distribuzione/
penetrazione tissutale e ad una conseguente magtivita antitumoralg®%*2

La tossicitasi € dimostrata limitata ed & soprattutto gastesitnale ed ematologican(
primis piastrinopenia, seguita da neutropenia), nellagimagnza dei casi di grado lieve.
Sono segnalati anche rash cutaneo, particolarmegitgorimi tre mesi di terapia e
facilmente gestibile con antistaminici o glucooootdi topici, ed edemi periferici. Non
e emersa finora, invece, un'aumentata incidenzaedropatia periferica o di eventi
cardiovascolari.

Ixazomib ha dimostrato efficacia in associaziondemnalidomide-desametasone in
pazienti con MM ricaduto/refrattario ad almeno umacedente linea di terapta
(condizione per cui ha ricevuto approvazione wdfeiFDA nel 2015), ed anche come
trattamento di prima liné¥.

La bassa incidenza di eventi avversi, I'elevatadisiponibilita e la facile via di
somministrazione rendono ixazomib un farmaco idpaleterapie di lunga durata.

38



5.1.4 INIBITORI DELL'ISTONE DE-ACETILASI

Le istone deacetilasi (HDCA) sono una famiglia dzieni coinvolti in meccanismi di

regolazione epigenetica (con conseguente modulazdsila trascrizione genica ed

impatto sui processi di crescita e sopravvivenilaleee) e di degradazione proteica. In
particolare, le HDCA, agendo in maniera complemengéal opposta agli enzimi istone
acetil-transferasi, modulano il livello di acetildze delle proteine istoniche:
l'acetilazione induce [lapertura della cromatinaermpettendo alla macchina
trascrizionale di entrare in contatto con i promotiei geni, mentre al contrario la
deacetilazione determina il silenziamento geni@deacetilazione pud avvenire anche

a livello di proteine non-istoniche (ad esempiotdiat trascrizionali, proteine del

citoscheletro, chaperons) portando ad un cambiameila loro attivita e stabilita.

Esistono 18 diversi tipi di HDAC (tra cui HDAC6 ma@senta un componente

fondamentale del pathway dell'aggresoma), divisedirclassi, ed i vari inibitori

impiegati a scopo anti-tumorale possono esseré#idiontro ciascuna di queste diverse
classf'>#®

La loro azione sul MM non & ancora completamentacif#ata, tuttavia ad oggi sono

state identificate le seguenti funzionivitro:

1. Up-regolazione dei fattori che bloccano la prolifeazione cellulare (p21) con
conseguente blocco in fase G1/S del ciclo cellulare

2. Regolazione dei segnali pro-apoptotici e tossicittnediata dalle caspasi Gli
inibitori HDAC impattano sia sulla via intrinsecahec su quella estrinseca
dell’apoptosi mediata dalle caspasi rispettivamatti@verso:

- laumento della traslocazione e dell'espressiongrdieine mitocondriali quali il
citocromo c e APAF-1;

- il clivaggio delle caspasi 3 e 9, normalmente miedikal Tumor necrosis factor—
related apoptosis-inducing ligan@RAIL), il quale si lega ai recettori di morte
cellulare DR4 e DR5, inducendo apoptosi. L'inibg&adel HDAC incrementa
I'espressione di DR4/5, aumentando I'efficacia uiesta via.

3. Inibizione del pathway di degradazione dell’aggresomaE stata dimostrata una
maggiore efficacia dei Pl quando associati allitwiie HDAC. In effetti, entrambi i
farmaci agiscono su deathwaydi degradazione che risultano alterati nelle ¢ellu
di MM e che sono fondamentali per la sopravvivedele cellule mielomatose: il
proteasoma € inibito dai PI, 'aggresoma dagliitoito di HDAC. Probabilmente,
quando le proteine mal ripiegate all'interno detlallula non possono essere
degradate dal proteasoma (ad esempio perché iaiditBl), esse prendono un’altra
via (quella dell’aggresoma), impedendo quindi l@owlo intracellulare di proteine
mal ripiegate ed ubiquitinate, che sarebbe di geurso stimolo di stress e quindi
apoptotico per le cellule (secondo la gia precezternte descritta via della UPR).
L'HDAC6 ha in particolare un effetto facilitante ilrasporto delle proteine
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ubiquitinate all’aggresoma: I'aggiunta dell'inibieo delle HDAC blocca questo
passaggio rendendo piu potente il segnale di stedkgare. Tra tutte le azioni degli
inibitori degli HDACs, questa sembra essarevivo (per quel che e stato rilevato
dagli studi condotti finora) la piu rilevante.
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PANOBINOSTAT

Panobinostat (Farydak®) e un potente inibitore eordéll'istone deacetilasi ed ha
un’attivita ad ampio spettro; i suoi principali bagli nel MM sono HDACSs di classe |
(1,2,3,8), classe Il (4,5,6,) e classe IV (HDAC .1B approvato dal 2015 in
combinazione a bortezomib e desametasone in pazieatabbiano ricevuto almeno
due precedenti linee di terapia contenenti siaezorhib che un IMiB"".

Gli studi condotti sinora hanno evidenziato unaongnte tossicita del farmaco, con
frequente necessita di riduzioni posologiche. Glergi avversi di grado> 3 piu
comunemente riportati sono di ordine ematologica flombocitopenia € il piu
frequente, sino al 60% dei pazienti, con spess@ssita di supporto trasfusionale;
neutropenia ed anemia sono meno comuni), e gasstimale (in particolare diarrea,
che risulta essere il fattore principalmente limiéala terapia con panobinostat). Altri
effetti avversi riportati frequentemente sono ipesione e affaticamento. Possibili
anche ipokaliemia ed ipocalcemia, che possono@\olta indurre un allungamento
dell'intervallo QT all’elettrocardiogrammi¥2*°
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5.1.5 ANTICORPI MONOCLONALI

Nel panorama delle molecole di nuova generaziondraten a far parte

dell’larmamentario terapeutico del MM, i risultaiupgpromettenti sembrano provenire

dagli anticorpi monoclonali (MoAb), che esercitateo loro azione bersagliando

selettivamente specifiche molecole presenti suitesicie delle plasmacell &,

Gli anticorpi monoclonali possono agire sul bersagttraverso vari meccanisffit

1. citotossicita cellulare anticorpo-dipendente (ADCC)

2. citotossicita cellulare complemento-dipendente (FDC

3. citotossicita mediata dalla fagocitosi (ADCP)

4. induzione diretta di apoptosi e arresto di cresetiaverso l'interazione con
molecole coinvolte in specifigathwayimportanti per la sopravvivenza cellulare.

Ad oggi, sono in fase di studio anticorpi diretintro vari fattori di crescita e molecole

di superficie delle cellule mielomatose, mentre damnaci gida sono stati approvati:

Daratumumab, contro CD38, ed Elotuzumab, controBE&R*

Direct Effects

Alterations in intracelilar signaling

Inbibition of funclion of growth ficior rcsplor Gl anticorpt monoclonali contro target espressi sulle plasmacellule
mielomatose possono indurre la morte cellulare attraverso la via Fo

Inhilbition of function of adhesion malecules

ADCP mediata con diversi meccamst (CDC, ADCC e ADCP):

la wia ADCC & ottenuta tramite 'attivarione di recettori per Fo
espress sulle cellule ME e sulle cellule mieloidi da parte delle
immuncglobuline  espresse dal  tumore. La  conseguente
citotessicith & indotta da due wie, una mediata dal rilascie di
granzima e perforina, Ualtra coinvelge Uapoptosi indotta da
FasL e dal THF.

+ ADCP prevede la fagocitost da parte det macrofagi.
+ il meccanismo CDC dipende, invece, dall’interazione tra il

deminio Fo degli anticorpi con il frammento attivante la wia
classica del complemente (clg), che media I attivazione di
proteine a cascata fino alla formarzione del complesso WMAC
(membrane affack complex), responszabile di lisi cellulare.
Sempre in seguite all’attivarione di questa wia 51 producono
anche chemochine solubili del complements {(C3a e CSa) che
richiamano e attivano altre cellule immunitarie.

Zembra, moltre, che le cellule tumorali opsonizzate dagli anticorpi
o dalore frammenti possano essere riconosciute dalle cellule APC

(antigen-presenting cells) e che questo possa incrementare la
risposta T-specifica contro le cellule tumoraly

Cell Death

Figura 8. Meccanismo d’azione dei Mo/

DARATUMUMAB

Daratumumab (Darzalex®) € un Ab monoclonale umag@kappa diretto contro

I'antigene CD38, una glicoproteina transmembrapa tl coinvolta in meccanismi di

regolazione del signaling, homing ed adesione legu e con un ruolo da cofattore
enzimatico nella regolazione del flusso di calcivaaerso la membrana. Il CD38 e
espresso ad elevata intensita sulle plasmacelilie misura minore su altre cellule del
sistema emopoietico (come elementi T e B linfogitaritrociti) e cellule muscolari

lisce?® %4

Daratumumab € in grado di agire attraverso duesiiveeccanismi:
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e azione diretta sulle plasmacelluld legame tra Ab e CD38 determina lisi
plasmacellulare per induzione diretta di apoptosatBaverso meccanismi di
citotossicita cellulare anticorpo- e complementoedidente e fagocitosi anticorpo-
dipendent&°2%°

e azione immunomodulatoria mediante deplezione di cellule regolatorie
immunosoppressive CD38+ ed espansione/attivaziboelldle T citotossiché’.

Daratumumab e stato approvato nel 2015 dalla FDpiuerecentemente da EMA,

dapprima come agente singolo nella terapia del RRMMase avanzata (almeno 2

precedenti linee di terapia, comprendenti un PhéMiD)?**%?° e successivamente in

combinazione con bortezomib-desametasone o |emalddedesametasone per |l
trattamento di pazienti sottoposti ad almeno ueagdente linea di terapid 2>

Per quanto riguarda il profilo di tossicita delnfeco, il principale evento avverso e

rappresentato dalle possihiéazioni infusionali, perlopiu di grado I-1l, documentabili

in circa il 40-50% dei casi, principalmente nelsmmella prima infusiof&: tra le
possibili manifestazioni vi sono febbre, vomitaité, broncospasmo, tosse e dispnea.

La velocita di infusione € il principale fattorevéaente lo sviluppo di queste reazioni.

Una delle problematiche emerse dall’'utilizzo de&dd monoclonali nella pratica clinica

e la difficolta nello stimare correttamente la dsfa alla terapia per la possibile

interferenza da parte del farmaco con le tecniche di elettesfoe immunofissazione

utilizzate per ricercare la componente monoclonaléanticorpo monoclonale
rappresenta anch’esso, infatti, un'immunoglobufirenoclonalé®.

Inoltre gli Ab monoclonali anti CD38 possono intgife con i test di compatibilita

ematica (CD38 e espresso sui globuli rossi), detemnado una falsa positivizzazione

del test di Coombs indiretto (in assenza di realelisi) sino a 5 mesi dalla sospensione
del trattament&™.

ELOTUZUMAB

Elotuzumab (Empliciti®) € un anticorpo umanizzagGL anti-SLAMF7 Signaling
Lymphocytic Activation Molecule I, 7proteina espressa dalle cellule neoplasticime (fi
al 95% delle plasmacellule midollari, indipendentee dalla citogenetica) e dalle
cellule NK, ma non dalle cellule al di fuori dek@ma ematopoietico; ci0 consente
un’azione “mirata” dell’anticorpo, con minimi eftetollaterali.

Elotuzumab esercita una doppia azione: da un #tiva in maniera diretta le cellule
NK, effetto correlato all'espressione della progeisignalingEAT-2 sulla NK stessa;
dall’altro, in seguito al legame con le plasmadelltumorali, consente la ADCC via
CD16%%

Sulla base dei risultati dello studio ELOQUENT-2eqto anticorpo e stato approvato
sia da FDA (novembre 2015) che da EMA (maggio 20h6¢ombinazione con Rd
(Elo-Rd) per il trattamento di pazienti con RRMMtsposti ad almeno una precedente
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linea di terapi&™.

Analogamente agli altri Ab monoclonali la sua piiate tossicita e rappresentata dalle
possibili reazioni infusionali, riscontrabili coldiuzumab in circa il 10% dei casi, per
lo pitl in corso della prima infusioffe.

5.2 TERAPIA DEL PAZIENTE CON MM DI NUOVA DIAGNOSI

Secondo i nuovi criteri classificativi del'IMWA, I'indicazione ad iniziare una terapia
specifica per il MM e data dalla presenza di almano dei MDE fnyeloma defining
evenj, ovvero comparsa di un danno d’organo seconditericCRAB, o presenza di un
biomarcatore di aggressivita (vedi tabella 1), selebalcunitrials clinici abbiano
recentemente mostrato il ruolo di un trattamenezpce”.

La scelta del trattamento deve essere effettudia Isase delle evidenze disponibili e
delle caratteristiche del paziente (in particolet& performance status comorbilita).
In genere, i pazienti di eta65 anni (pazienti giovani) e senza comorbiditavalei
sono candidati all’assunzione di un breve (3-4icrelgime di induzione comprensivo
di “nuovi farmaci” seguito da chemioterapia ad aftesi con supporto di cellule
staminali autologhe (trapianto autologo), ed evaintente da una terapia di
consolidamento/mantenimento. | pazienti di eta casg fra i 65 ed i 70 anni
considerati ancorafit (eta biologica inferiore all'eta anagrafica, assendi
problematiche cardio-respiratorie, buona funzidaald’organo) sono comunque
candidabili al trapianto, se necessario utilizzandaegime di condizionamento a dosi
ridotte. Lo standardper i pazienti di eta superiore ai 70 anni, o p&n ynotivi non
candidabili al trapianto, € la chemioterapia comi@male in associazione ai nuovi
farmaci, o combinazioni di farmaci non chemiotecapi

5.2.1 PAZIENTE CANDIDATO A TRAPIANTO AUTOLOGO

Impiegato inizialmente nei primi anni ‘80 in paziecon MM refrattario, il melphalan

ad alte dosi seguito da trapianto di progenitoriopaietici autologhi (ASCT),

rappresenta attualmente la principale terapia idigtinea per pazienti con MM di eta
inferiore ai 65 anri**>

Questa acquisizione € basata sui risultati di duei prospettici randomizzati, condotti
dall'Intergroupe Francophone du Myélom@gFM-90)**° e dal Medical Research

Council (MRC)Y?®’, che hanno fornito evidenza della superiorita siefjolo trapianto

autologo nei confronti della chemioterapia convenale (CCT), sia in termini di

raggiungimento della risposta completa (CR) cheeimini di prolungamento di 12-15

mesi della sopravvivenza globale (OS).
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Tabella 4. Principali studi su ASCT prima dell'iotiuzione dei “nuovi farmaci”

Autore Random terapia N° pz ORR% CR% PFS (O]
Trapianto vs Chemioterapia
Al [EEE ASCT 100 81vs57 | 22*vs5 | 28 vs 18m 57 vs 44m
CCT 100 | P<0.001 | p0.001 | po0.01 p 0.03
200 86 vs 48 44vys 8 | 32 vs 20m 54 vs 42m
Child MRCVII 27 g
201 pNR | p<0.001| p<0.001 p 0.04
Fermand MAG9G® AT 91 1 7gvs58 | 57vs20 | 39vs13m|  65vs 64m
CCT 94
. 39 ASCT 261 17 vs 14% 38 vs 38%
Barlogie S932F coT P 93vs90 | 17vs15 T 7y at 7y
Barlogie TT1 vs Tandem 152 37 vs 16m 79 vs 43m
SWOG2® ccT 152 NRo | AVvsNRE 0001|  p<0.001
30vs 11
Bladé PETHEMA! ASCT 81 82 vs 83 42 vs 33m 66 vs 61m
CCT 83 p 0.002 (ns) (ns)
25vs6 | 28vs 16m 58 vs 42m
Palumbo MMs@®2 | ASCT (mel 100x2) 95 72 vs 66
CCT 99 p 0.002 | p<0.001 p <0.001
i 25 vs 30m 48 vs 58m
Attal IFM94 243 cingel 199 1 g4 vs 88 | %42 vs 50
tandem 200 p 0.03 p 0.01
i 23 vs 35m 65vs 71m
Cavo BO9E* Singolo 163 NR | *33vs 47
tandem 158 p 0.002 (ns)
Fermand MAG95*® Singolo < NR *37 vs 39| 31 vs 33m 49vs 73 m
tandem 99
Goldschmid*® Singolo Tot NR NR | 23vs29 NR
tandem 358
i 13vs 32 | 20 vs 22m
Sonneveld*’ Singolo — 86 vs 90 50 vs 55
tandem 155 p 0.002 p 0.01

Note: CCT chemioterapia convenzionale, ASCT autotrapjeORR: risposte globali, CR remissione completa, PFS

sopravvivenza libera da eventi, OS sopravvivenzdaje ,TT1total therapy] IFM Intergroupe francophone du
myelome MRC medical research counciPETHEMA programma para el estudio y tratamiento de las hestias
malignas SWOGSouth west oncology grouplOVON Hemato-oncologie voor volwassen nederlaB® Bologna,
MAG Myelome autogreffe NR non raggiunta, NS non significativo, nCR resitise quasi completa. #nCR

Il regime di condizionamento al trapianto autologm largamente utilizzato € |l

melphalan alla dose di 200 md/rshe si & dimostrato essere equivalente e mesiztos
rispetto alla dose di 140 mgfmssociata ad irradiazione corporea totale (1'BI)
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Sulla base della dimostrata correlazione dose-stspper il melphalan, nell’intento di
aumentare ulteriormente la probabilita di ottenitoegtella CR e di prolungare la durata
di controllo della malattia e I'OS, agli inizi deginni '90 € stata introdotta nella pratica
clinica la somministrazione di due linee sequenzalkchemioterapia ad alte dosi con
supporto di cellule staminali (doppio trapianto cdogof*®. Alcuni studi prospettici
randomizzati di confronto del singolo vs doppio ptemto autologo condotti
successivamente hanno prodotto dati in parte diaodir probabilmente a causa di una
non sufficientemente prolungata durata di osseovezi

Lo studio randomizzato francese IFM-94 ha dimostibeneficio clinico derivante da
un doppio trapianto autologo in termini di signéfivo prolungamento della OS (42% a
7 anni per i pazienti che avevano ricevuto il dopautotrapianto vs 21% per il gruppo
di controllo) e della sopravvivenza libera da evéBES) (20% vs 10% a 7 anfil}
d’altro canto lo studio multicentrico randomizzataiano di fase lll, “Bologna 96", ha
evidenziato una maggior percentuale di CR nei pdéiziendomizzati a ricevere due
trapianti, ed un prolungamento significativo defE, pari a 12 mesi, per questo gruppo,
senza tuttavia rilevare una differenza significatim termini di 0%*. In entrambi gli
studi i maggiori benefici clinici del doppio trapt@ autologo sono stati conseguiti nei
pazienti che avevano fallito I'ottenimento di unsposta di elevata qualita (remissione
completa o risposta parziale di buona qualita) dbpomo trapianto autologd®2**

REGIMI DI INDUZIONE

Per piu di 20 anni per linduzione al trapianto &ate utilizzato il regime
polichemioterapico VAD (vincristina, adriamicinaesametason®y, oggi soppiantato
dallavvento dei nuovi farmaci, dimostratisi superi nella fase preparatoria al
trapiantg>"%>2

Talidomide e stato il primo dei nuovi farmaci ad essere irdgg nel programma
trapiantologico.

Esiste un’ampia convergenza di dati circa la sopéai di risposta offerta dalla
combinazione talidomide-desametasone (TD) o talidernhemioterapia rispetto ai
classici regimi VAD o VAD-simili. In tal senso ursiudio caso-controllo condotto c/o |l
nostro Istituto, ha confrontato 135 pazienti aratiahel protocollo “Bologna 2002 in
cui la terapia di induzione prevedeva l'impiegoTdd, con 135 pazienti arruolati nel
precedente protocollo “Bologna 96", nel quale cderapia di preparazione al trapianto
era utilizzato lo schema VAD. Tale studio ha dimatst come la terapia di prima linea
con TD sia superiore rispetto a VAD in termini dirpentuale di ottenimento di una

risposta=VGPR al termine della terapia di induzione (30%1&s%, rispettivamente,
p=0.003), e come tale riduzione della taglia nextpda correli anche con un
significativo beneficio in termini di risposta dita qualitd dopo doppio trapianto
autologo (rispostaVGPR rispettivamente 68% vs 49%, p 0.001) e di@udalla
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risposta (PFS a 4 anni: 51% vs 31%, p 0.601)

In linea con questi risultati sono anche le corolisdi altri studi randomizzati di fase
[l dimostranti la superiorita terapeutica di talidide, associata a desametasone o0 a
chemioterapia, applicata come terapia di induzyneetrapianto per pazienti con MM di
nuova diagnosi nei confronti dei regimi convenaighi*>>>

Inoltre, I'inserimento di talidomide in un programandi chemioterapia intensificata di
induzione seguita da doppio trapianto autologoesrgbterapia di consolidamentofal
Therapy 2 TT2) ha prodotto unrate di CR del 629%° ed un significativo
prolungamento della OS (anche nei pazienti a prsigsiavorevole per la presenza di
anomalie citogenetich®): I'ultimo updateprevedeva complessivamente una OS stimata
a 10 anni del 5098

Negli ultimi anni numerosi trials clinici di fasé & 11l hanno esplorato I'efficacia di un
regime di induzione pre-trapianto autologo comprendi bortezomib.

Tra questi, lo studio francese IFM2005-01 ha dimadst la superiorita della
combinazione bortezomib-desametasone (VD) nei oatifdel regime VAD in termini

di rate di risposte post induzione e post trapiantid prolungata PFS (36 vs 29 m&%i)
L’aggiunta alla combinazione VD di un terzo farmaahemioterapico quale
doxorubicina (schema PAD) o ciclofosfamide (VCDg, titeriormente incrementato la
probabilita di risposta e di remissione compieta™

Di particolare interesse risulta la combinazionéalitezomib con un farmaco attivo sul
microambiente midollare come talidomide. Il protibzataliano di fase 11l GIMEMA
MMY-3006 ha dimostrato la superiorita della tripdet bortezomib-talidomide-
desametasone (VTD) vs TD, somministrata come taeragi induzione pre e
consolidamento post doppio trapianto, in termiai @i rate di risposta (CR/nCR post
induzione: 31% vs 11%, p = 0.0001; CR/nCR post clicesmento: 73.1% vs 60.9%,
p=0.02%% che di prolungata PFS (57 vs 42 mesi allultimgiaghamento, con follow
up mediano di 65 meéff. In linea coi risultati italiani & uno studio spmdp a 3 bracci
volto a comparare I'associazione VTD con regimig@mioterapi@®. Tali dati hanno
portato all’'approvazione ufficiale EMA dello sche@D come terapia di induzione in
pazienti all’'esordio eleggibili alle alte dosi.

Con l'obiettivo di ridurre la tossicita, un recesteidio francese ha sperimentato la stessa
combinazione con dosaggi ridotti di bortezomib &dtemide (vtD), confermando
I'ottenimento di ottime percentuali di risposta hecon una minor intensita di dose, con
il vantaggio di un miglior profilo di tollerabilit&®.

Tali osservazioni sono confermate da una recentarmaksi che raccoglie i dati dei 4
principali trials europei di fase 3 che hanno iratage confrontato in maniera
randomizzata I'efficacia di un regime di induzioc@mprensivo o meno di bortezomib
nei pazienti con MM di nuova diagnosi candidatitpianto autologo (singolo o
doppio a seconda del disegno dei singoli studignalisi integrata di piu di 1500
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pazienti ha dimostrato I'impatto positivo di unaajgia bortezomib-based sul rate di
risposte post induzione e post trapianto e sulmaawivenza libera da malattia, con un
beneficio che si mantiene in sottogruppi di pazieoh caratteristiche correlate a cattiva
prognosi. Nessun trial, considerato singolarment@ mostrato un vantaggio
significativo di OS tra i vari regimi in studio, mégee I'analisi integrata, pur con i limiti
di un breve follow up mediano, ha evidenziato urtefdrend verso una prolungata
sopravvivenza per i pazienti trattati con bortezmnton una riduzione del 19% del
rischio di morté®’.

Ulteriori conferme sull’efficacia di regimi bortemob-basedderivano dal protocollo
Total Therapy 3TT3) del gruppo dell’Arkansas University. Lo stoidconsisteva in 2
cicli VTD associati a polichemioterapia secondo schema PACEpldtino,
doxorubicina, ciclofosfamide ed etoposide) somntiats sia pre- che post doppio
ASCT, con successiva terapia di mantenimento deitata di tre anni (cicli mensili di
VTD nel primo anno e due ulteriori anni con solo )TRnalisi a 24 mesi hanno
evidenziato una nCR nell'83% dei pazienti, mantamell’88% dei casi anche nei due
anni successivi. La PFS, a due anni, € stata p8d% e OS a 86%, con prognosi
peggiore nei pazienti con alti livelli di2-microglobulina, aumento della creatinina,
LDH elevato e citogenetica con alterazioni ad aischic’®®. Un’analisi comparativa
con TT2, protocollo impiegato in precedenza dagéss autori (DT-PACE), ha
dimostrato - a parita di fattori prognosticitaseline- un prolungamento della durata
della CR (mantenuta a 2 anni dal 92% dei paziextii3 vs 81% nel TT2) ed un trend
verso una prolungata &8

Differenti studi hanno inoltre messo a confrontgedsi regimi bortezomilbased da
una recente analisi € emerso come il regime VCRf§igace quanto PAD in termini di
risposte di elevata qualita, comportando, tuttauiginferiore tossicit®®. Lo schema
VTD a sua volta si € dimostrato superiore a VCDlaslase di due studi - uno
retrospettivo caso-controllo ed uno prospettico ellaumentare la probabilita di
ottenimento di una risposta di elevata qualitapessdosi inoltre a ridotta tossicita
ematologica, seppure a fronte di una aumentatdenza di neuropatia periferféa®’2
Infine, e stato pubblicato anche uno studio ine&gtata valutata I'efficacia del regime
VTD vsVTDC: i risultati hanno mostrato come, a frontauda sostanziale pari efficacia
nel garantire risposte di alta qualita, I'aggiuniiaciclofosfamide al regime VTD sia
associata ad una maggiore tossicita e ad una driimel delGlobal Healttf"®

Gli incoraggianti risultati ottenuti con I'associaze di un inibitore del proteasoma e di
un agente immunomodulante hanno portato a sperareld combinazione bortezomib,
lenalidomide e desametasone (VRD). In un primoistatulticentrico di fase I/l tale
combinazione si € dimostrata ben tollerata ed ngexttito di ottenere un rate di risposte
pari al 100% nei pazienti di nuova diagnosi, com0# di CR/nCR’*.

Tali dati sono stati confermati da un ulterioredsbudi fase Il, in cui VRD somministrato
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come induzione e consolidamento post trapianto u{segda mantenimento con
lenalidomide) ha portato il 68% dei pazienti a iaggere una negativizzazione della
malattia minima residua (MRD) alla valutazione cditofluorimetria a flusso, ed a
mantenere tale profondita di risposta a lungo teemad un follow up mediano di 39
mesi nessun paziente & risultato in progressioneathttid .

Il piu recente studio di fase Ill (SWOG S0777) hanftcontato lenalidomide e
desametasone (RD) rispetto a VRD come prima lingazienti con MM candidabili o
meno ad ASCT. Il trattamento con VRD rispetto ad RDe associato ad un
significativo prolungamento della PFS mediana (4sims 31 mesi) e della OS (75
mesivs 64 mesi), con effetti avversi sovrapponibili (an@neucopenia, linfopenia,
neutropenia e trombocitopenia), fatta ecceziondgeeuropatia (33% in VRD rispetto
al 3% in RD§™®.

L’associazione di ciclofosfamide allo schema VRID®C) ha mostrato I'efficacia di
tale combinazione (risposte globali 96%mCR 60%) a prezzo tuttavia di un incremento
degli eventi avversi segnal#ti

Sulla scia degli ottimi risultati ottenuti nel set del MM ricaduto/refrattario, recenti
studi hanno valutato regimi comprensivi di carfitib ed IMiDs/ciclofosfamide in
prima linea; in particolare la combinazione cadtizb-lenalidomide-desametasone
(KRd) integrata nel contesto di un programma trapiagiob, si associa ad un alto rate
di risposte profonde, con percentuali di CR deW8gcomprensive dell'89% e 71% di
MRD negativita, valutata rispettivamente con citofimetria e NGSY®,

Sono infine in corso studi randomizzati volti autate un eventuale beneficio derivante
dall'impiego di regimi a quattro farmaci, addiziowk un anticorpo monoclonale
(daratumumab o elotuzumab) ai regimi standard (\WHD).

CONSOLIDAMENTO/MANTENIMENTO POST TRAPIANTO

Il proseguimento delifer terapeutico dopo ASCT e tuttora argomento di stuedidi
dibattito nella comunita scientifica internazionale

Al fine di migliorare ulteriormente la risposta atiuta con la terapia di induzione ed il

trapianto autologo, il paziente puo essere av\aatana terapia di consolidamento e/o
di mantenimento.

Il consolidamentoin particolare si basa su un regime terapeutitamante efficace
somministrato a breve termine (2-4 cicli), per tenne la tossicita. In tali termini puo
essere considerato un secondo trapianto autologarticolare beneficio per i pazienti
che non abbiano ottenuto una risposta almeno psGBR dopo la prima procedura
trapiantologica. Alcuni studi hanno invece testategimi di consolidamento
comprensivi di nuovi farmaci variabilmente assadrat loro.

Il ruolo di un consolidamento post trapianto augola@on bortezomib in monoterapia e
stato valutato daNordic Myeloma Groumell’ambito di un protocollo randomizzato di
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fase 3. Lo studio ha dimostrato un vantaggio imter di response rate e PFS per i
pazienti sottoposti a consolidamento rispetto arigdi randomizzati a sola
osservazione, con un limitato profilo di tossiceanza tuttavia significative differenze
in 0",

Alcuni studi hanno dimostrato, su piccole casigich pazienti, come una terapia di
consolidamento con VTD, in pazienti con risposteatta qualita dopo trapianto
autologo, contribuisca a ridurre ulteriormente &glia residua di malattia ed a
determinare una remissione molecol&té®:

Un’analisi per-protocol del gia citato studio itaio GIMEMA MMY-3006, condotta su
pazienti che avessero effettivamente completate tet fasi terapeutiche previste, ha
dimostrato come un regime di consolidamento con \EbDsenta di incrementare la
profondita della risposta e prolungare la PFS iadgr significativamente superiore
rispetto alla combinazione .

Due ulteriori studi francesi hanno dimostrato lalqabilita di upgradare la risposta alla
terapia e prolungare la sopravvivenza libera dante\aopo consolidamento secondo
schema VTD o VRE*?%

Risultati ancora migliori, seppur preliminari, emeno da studi di fase Il tuttora in
corso che propongono combinazioni con carfilzorsteroidi e talidomid@* (KTD) o
lenalidomidé® (KRD): il regime KTD consente di ottenere una CR 6% dei casi,
mentre il consolidamento con KRD incrementa il raiesCR sino al 90%, con
raggiungimento di una MRD-negativita in un’alta gertuale di pazienti.

In linea generale attualmente il consolidamentoneicomunque considerato uno
standard per migliorare ulteriormente la qualitBadesposta e tendenzialmente ricalca
la terapia utilizzata in induzione.

In aggiunta pud essere considerata una terapianalitenimentg finalizzata a
conservare nel tempo la risposta ottenuta, utideafarmaci a bassi dosaggi, per un
periodo di tempo prolungato (almeno 1-2 anni). kingypali opzioni attuali per la
terapia di mantenimento, dopo il fallimento in dgissbito dellInterferon (IFN) e dei
corticosteroidi, sono ancora una volta IMiDs &P’

Diversi studi hanno dimostrato il beneficio sulleSPdi talidomide come agente singolo
0 associato al prednisone nella terapia di mantemiondopo ASCT, ma solo in due di
questi & emerso un prolungamento delld®%? La riduzione nellincidenza di relapse
e stata tuttavia osservata solo per la popolazengasso rischio citogenetico. In
aggiunta, occorre considerare la possibile compdisaffetti tossici correlati alla
prolungata esposizione a talidomide ed in partreola sviluppo di polineuropatia, che
spesso altera la qualita di vita dei pazienti égpad interruzione del trattamento.

Alcuni dati sullimpiego di bortezomib in mantenimte derivano dal protocollo
HOVON-65/GMMG-HD4, che metteva a confronto induzaocon VAD vs PAD in
pazienti eleggibili ad ASCT, seguita da terapiauagb termine con talidomide vs
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bortezomib. Dall’analisi dello studio € emerso ign#icativo prolungamento della PFS
per pazienti trattati con PAD e poi sottoposti anteaimento con bortezomib (34 vs 28
mesi, HR 0.77; p= 0.001) rispetto alla combinazigAd-talidomide, con un vantaggio
in termini di OS per pazienti ad alto rischio ciéogtico per presenza di del(1%71)
Similmente, il gruppo spagnolo ha sperimentatov@rdie opzioni di mantenimento post
ASCT: interferon-alfa, talidomide in monoterapiairo associazione a bortezomib,
dimostrando il massimo vantaggio in termini di RS quest’ultima combinazioffé

| dati piu consolidati sul mantenimento derivandl'idapiego di lenalidomide, che
appare essere un candidato ideale per terapia ngjaldurata in virtu della sua
formulazione orale e del profilo di tossicita atabile.

Tre trial hanno gia dimostrato un prolungamentded@FS per i pazienti randomizzati a
ricevere lenalidomide (5-15 mg/die) vs placebo,asimgolo o doppio ASCH****0 a
seguito della randomizzazione tra ASCT e sola tardpprima linea con melphalan-
prednisone-lenalidomid®. La recentissima analisi combinata dei 3 studiacifati, ha
dimostrato un significativo prolungamento della G pazienti sottoposti a
mantenimento con lenalidomide, seppur meno proatmaen pazienti con alto rischio
citogenetico basale, senza evidenza di una sigtifec aumentata incidenza di
sviluppare seconde neoplasie associate ad unangetlu somministrazione (dopo i
primi, non univoci, report a questo riguardo). Quessultati hanno determinato
'approvazione ufficiale da parte di FDA ed EMA pen mantenimento con
lenalidomide in pazienti sottoposti a trapiantcodago in prima line&°.

Risultati promettenti, ancora preliminari, sembrgmovenire da un mantenimento con
ixazomil¥®’ o anticorpi monoclonali

5.2.2 PAZIENTE NON CANDIDABILE A TRAPIANTO AUTOLOG O

Per il paziente con MM di nuova diagnosi che pé&; ebmorbidita o altri fattori, non
risulti candidabile al trapianto di cellule stanlinavi sono numerose soluzioni
terapeutiche. Occorre tuttavia eseguire prima umaetta valutazione del livello di
vulnerabilita dei pazienti anziani che possa fanima stima della fattibilita di un
determinato trattamento e che risulti predittiva rikechio di tossicita e di mortalita ad
esso collegafd® A tale scopo esistono specifiche scale geriariche valutano la
concomitante presenza di malattie croniche o atvadizioni patologiche, o che
stimano le riserve funzionali/cognitive ed il grado indipendenza mantenuto dal
paziente. L'integrazione di questi dati permettesttatificare il paziente anziano in
differenti categorie di “idoneita”, alle quali patrno corrispondere trattamenti
diversificati al fine di ridurre il rischio di conipanze/disabilita, incrementare la
tolleranza e I'efficacia delle terapie, manteneidogni caso una buona qualita di vita.
Per i pazienti consideratfit” I'approccio attuale prevede combinazioni di IMiR#o
Pls full dose in associazione a steroidi/chemioterapici convamali o molecole
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sperimentali (ove possibile). | pazienurifit” necessitano di riduzione dei dosaggi
farmacologici e di schemi terapeutici semplificgter i pazienti frail” € indicato
I'utilizzo di sole terapie palliative/di suppoftd.

Lo schema melphalan-prednisone (MP) ha costituitsy pnni l'unica opzione
terapeutica per il paziente anziano in grado derbeihare una risposta in almeno il 50%
dei casi, senza tuttavia migliorare la sopravvieedei pazientt’.

L’introduzione dei nuovi farmaci ha consentito diemere invece un significativo
incremento di PFS, OS e del rate di rispdSta

Le prime evidenze in letteratura derivano dall'agga ditalidomide allo schema
MP3*13%3 Un'ampia metanalisi di 6 diversi studi randomizzpur con i limiti dovuti
all'eterogeneita dei differenti trials per caragéche dei pazienti arruolati e schemi
posologici, ha dimostrato come il regime talidorardelphalan-prednisone (MPT)
correli significativamente con incremento del rdtaisposte, un prolungamento della
PFS ed un vantaggio in OS pari a circa 6 mesi swacata al regime M#*

Secondo dei nuovi farmaci ad essere introdottareHlapia di prima linea del paziente
non candidabile ad ASCThortezomib e stato valutato inizialmente nel protocollo
internazionale prospettico di fase 3 VISTA. Lo stucha dimostrato che la
combinazione bortezomib-melphalan-prednisone (VMR)pon somministrazioni
bisettimanali di bortezomib, € correlata ad una gi@gprobabilita di CR e ORR
rispetto al regime MP e, di conseguenza, prolundaiP e OS (24vs 16.6 mesi,
p<0.001 e 56.4/s 43.1 mesi, p=0.0004, rispettivamente), con unhitsai mortalita
ridotto del 31%. In considerazione dei risultati ottenuti, il negi VMP si & affermato
comestandard of careper il paziente con ete65 anni in molti paesi. Studi successivi
hanno poi esplorato una schedula di infusione ditegomib monosettimanale,
riuscendo a dimostrate come una ridotta frequensardministrazione si associ ad un
migliore profilo di tossicita, in particolare comlotta incidenza di neuropatia periferica,
che si traduce in una maggior “compliance” al #mawento (minor necessita di
interruzione o riduzione dei dosaggi per eventieasy e che di fatto consente di
mantenere una adeguata intensita di dose e nonroorafiere pertanto l'efficacia
terapeutic>3°

Ulteriori studi hanno valutato le associazioni drtezomib con talidomide-prednisone
(VTP), o con melphalan-prednisone-Talidomide (VMRIOnfermando nei pazienti
anziani I'efficacia delle combinazioni comprensilieoortezomi®’ 3%

Per quanto riguarda l'utilizzo denalidomide in prima linea, esistono evidenze -
derivanti da casistiche miste di pazienti candilabimeno ad ASCT - della sua
efficacia in associazione a sterdfdi in particolare con un vantaggio in OS per chi
riceve desametasone a basse dosi (schenf®Rd)

Tuttavia, 'approvazione ufficiale dagli enti regtbri della combinazione Rd in prima
linea & derivata dafrial randomizzato di fase Ill FIRST (MM020). Lo studim
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confrontato l'efficacia della combinazione standd@&T vs un trattamento con Rd
somministrato per un numero fisso di cicli (Rd-IB)n maniera continuativa sino a
progressione di malatti@gntinuous treatmenCT). | dati emersi evidenziano come Rd
somministrata in CT si associ ad un miglioramerglbanPFS sia rispetto ad Rd-18 che a
MPT (questi 2 ultimi regimi hanno infatti un andam@ molto simile), ad un vantaggio
in termini di OS (59% vs 51% per MPT con un follaw mediano di 37 mesi) e ad una
ridotta incidenza di eventi avversi di grado 3-8 (& 78%3.

Recentemente e stato pubblicato uno studio voltealatare I'eventuale beneficio
derivante dall’aggiunta di un alchilante nell’andbidi un regime a tre farmaci
lenalidomidebasedvs Rd: le combinazioni melphalan-lenalidomide-predne (MPR)

o ciclofosfamide-lenalidomide-prednisone (CPR) rianno mostrato correlare con
vantaggio sugliendpointsdi sopravvivenza rispetto a Rd, a fronte - persgihemi
comprensivi di alchilante - di una maggiore tosaieimatologic¥?

Nel gia citato studio SWOG S0777, la combinazioratdzomib-lenalidomide-
desametasone (VRd) si e rivelata superiore in terdiiORR, PFS e OS rispetto a solo
Rd anche nel paziente anziano, con una sostarzis@pponibilita tra i 2 tipi di
trattamento per quanto riguarda la tossicita erogich riportata, ma con aumentata
incidenza di neuropatia periferica per chi ha ritevbortezomib™®. Tali dati possono
far ipotizzare che lo schema VRd potra diventaré pressimo futuro un nuovo
standard of carger i pazienti non eleggibili ad ASCT.

Un'ulteriore proposta terapeutica in questo settdigpazienti € I'associazione di
carfilzomib -ciclofosfamide-desametasone, somministrata perc® mensili, seguita
poi da mantenimento con carfilzomib, che ha dinadst(in uno studio multicentrico di
fase Il) I'ottenimento di un ORR del 96% (comprensdi un 20% di sCR), PFS e OS
stimate a 2 anni del 76% e 87%, rispettivamenteireprofilo di tossicita accettabffé.
Risultati ancora migliori sembrano provenire daltenbinazione carfilzomib-Rd, che in
alcuni studi di fase I/ll ha fatto registrare atiai rate di risposte profonde, ed una
sopravvivenza a 2 anni superiore al 90%. Tali datiessitano tuttavia di essere validati
da studi di fase IIl, tuttora in corsé,

Sono in corso infine ulteriori trials clinici volad indagare I'efficacia di nuovi Pl (ad
esempio ixazomib) e l'associazione di anticorpi pwanali (come elotuzumab e
daratumumab) agli schemi terapeutici convenzionatenenpiegati nella pratica clinica
quotidiana per i pazienti anziani all'esordio dilataa.
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5.3 TERAPIA DEL PAZIENTE CON MIELOMA MULTIPLO
RICADUTO/REFRATTARIO

Come gia sottolineato nei paragrafi precedentitriiduzione dei nuovi farmaci nella
terapia del MM ha incrementato notevolmente la itfuad la durata della risposta
terapeutica; cid0 nonostante la storia naturale icoat ad essere -caratterizzata
dall’alternanza di periodi di remissione seguitevitabilmente da fasi di ripresa di
malattia. Nel tempo le risposte ai trattamentiaginfo sempre piu insoddisfacenti e le
ricadute piu frequenti, finché la malattia non antrella fase finale definita come
ricaduta-refrattaria, caratterizzata da una prdsstatale farmaco resistenza. Gli IMiDs
ed i Pl hanno rivoluzionato il trattamento anche questa categoria di pazienti,
aumentando notevolmente ovVerall survival (OS) rispetto all'utilizzo del solo
Desametasone ad alte 07>

Per scegliere la migliore strategia terapeuticawedbilanciare adeguatamente efficacia
e tossicita, prendendo in considerazione:

- fattori paziente-relatieta,performance statusunzionalita renale, riserva midollare,

precedenti esposizioni ai farmaci antitumorali,sto$a residue dalle precedenti
terapie, neuropatia periferica, rischio tromboendogl
- caratteristiche del MM alla ricadutaalattia indolente o aggressiva, presenza di
anomalie citogenetiche ad alto rischio comeldgl) o t(4;14) o ampl(1g21), malattia
extramidollare, evoluzione a leucemia plasmataait;
- precedente storia di terapraumero di precedenti linee terapeutiche, tipaali
farmaci utilizzati, qualita e durata della vspa ottenuta.
Attualmente, al momento della ricaduta abbiamoodssybilita di scegliere tra numerose
differenti strategie terapeutiche: di solito si vgdgiano inizialmente terapie
comprensive di IMIDs e PI, seguendo il principiomgrale di somministrare la classe di
farmaci che il paziente non ha gia sperimentat@rima linea; si puo effettuare un

retreatmento rechallengecon la medesima molecola o classe di molecolézzaile
nella terapia precedente in pazienti dimostratiai rgsponsivi a tali farmaci; per il
paziente fit e con eta inferiore a 65-70 anni pappresentare una valida opzione il
trapianto autologo di salvataggio (se la durataispiosta con il primo ASCT ¢ stata
sufficientemente lunga ed é stata ottenuta una dwprlita di risposta); da ultimo,
I'arruolamento in trials clinici da la possibilitdi accedere a molecole di nuova
generaziong>3%’

La prognosi dei pazienti che sono gia stati esista lenalidomide che a bortezomib e
che hanno sviluppato resistenza ad entranohtil§le-refractoryMM) era fino a qualche
tempo fa assolutamente infausta,con OS e PFS needighe 5 mesi rispettivamenit®
L’outcome di tali pazienti € migliorato grazie agcenti e significativi progressi
compiuti nella conoscenza della biologia del miedpmche hanno portato
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all'identificazione di nuovi possibili target teratici ed al conseguente sviluppo di
molecole di nuova generazione con miglior profildadlerabilita e diversi meccanismi
d’azione. Una pletora di nuovi farmaci, in grado lirsagliare specifici pathways
coinvolti nella crescita e sopravvivenza della all tumorale, € stata pertanto
estensivamente studiata negli ultimi anni sia allovpreclinico che clinico; alcune di
gueste molecole hanno raggiunto la sperimentazibrfase 3 o hanno gia ricevuto
I'approvazione ufficiale da parte degli enti redofa in virtu della loro dimostrata
efficacia. Tali molecole offrono la prospettiva wh armamentario terapeutico ancora
pit ampio dal quale attingere per creare combimazibfarmaci in grado di migliorare
ulteriormente la sopravvivenza a lungo termine dmzienti con mieloma
ricaduto/refrattarit®.

Esponiamo brevemente di seguito i principali farmretualmente utilizzati in questo
sottogruppo di pazienti.

CDK 1, 2. 5. 9 Dinaciclib SLAMF7 Elotuzumab
FGFR3 Dovitinib/AB1010/MFGR 1877S CD38 Daratumumab/Isatuximab/MOR202
cKit/PDGFR  Imatinib/Dasatinib Monoclonal ¢p13s nBT062-DM4

Kinase inh VEGF-R Bevacizumab antibodies C€D56  Lorvotuzumab
IGF-1R AVE1642 / CP-751. 851 CD40 Dacetuzumab/Lucatumumab
EGF-R Cetuximab KIR Lirilumab

PKC Enzastaurin )r

Cell cycle inh

KSP inh Arry-520
Aurora K Inh MLN8237
CDK 4/6 inh  Seliciclib

Siltuximab

A\
)r Lymph. \

NK cell

IMIDs
Thalidomide
Lenalidomide
Pomalidomide

Alkylators 5 A mTORC1 | mTORC2
Melphalan MAPK
Cyclophosphamide
Bendamustine
Melflufen
Signaling Pathways

Other DNA damaging AKT Perifosine/GSK2110183

%
1 . Proteasome inh ¢ mTORC1s Everolimus/Temsirolimus
DNA damaging Zalypsis Aebnmdielly HDACinh = L1opc1/c2 MLNO12B/INK128
PARP inhibi ipari 5 _ Panobinostat Eon i
inhil itor Veliparib Carfilzomib 3 Farn transf Tipifarnib
Hypoxia act alkylator TH-302 : Hsp-90 inh Virifostat! p38/MAPK inh  Aplidin
Ixazomib P Romidepsin
Oprozomib Tanespimycin i p38/JNK act  SClO-469
g Givinostat MEK Selumetinib
Marizomib AUY922 Rocilinostat elumetinil

Figura 9: Nuovi farmaci approvati (in rosso) crerimentazione clinica per il MM

» Lenalidomide
Le prime evidenze dell’efficiacia di lenalidomide combinazione con desametasone
(Rd) nel setting del RRMM derivano da 2 trial dsdalll (MM00Z**® e MM01G%)
condotti in parallelo (uno negli Usa, l'altro in E&pa e Australia), riservati a pazienti
sottoposti ad almeno una precedente linea di &®r&i studi hanno prodotto risultati
del tutto sovrapponibili, con evidenza di una digativa superiorita della
combinazione Rd rispetto a desametasone associal@cabo, in termini di response
rate, TTP e OS. Sulla base di questi 2 studi, B86Rd é stato ufficialmente approvato
per il trattamento di pazienti con RRMM dopo almemoa linea di terapia. Una
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successiva analisi combinata dei 2 protocolli corfallow up aggiornato a 48 mesi ha
confermato quanto emerso dalle prime analisi, cB&R@el 60% per il braccio Rd vs

22% nel braccio desametasone (p < 0.001), TTP \I8.4.6 mesi (p < 0.001) e OS
mediana 38 vs 31.6 mesi (p=0.0%%) L’ampia casistica di pazienti derivante
dall’analisi combinata dei 2 trial ha reso possibilmerose sottoanalisi volte a definire
I'ottimale timing e durata della terapia con Rd doanire indicazioni su eventuali

aggiustamenti posologié? 3%

La combinazione Rd rappresenta uno dei backbonépenovative combinazioni a 3

farmaci comprensive di Pls di seconda generazitmargicorpi monoclonali.

» Bortezomib
Bortezomib, capostipite della famiglia degli indnitdel proteasoma, e stato il primo dei
nuovi farmaci ad essere approvato da FDA e da EMAIilptrattamento del mieloma
refrattario. L’approvazione & avvenuta a seguitalat trial di fase 2 (SUMMIF* e
CREST®) in pazienti refrattari all'ultima linea di terapricevuta. Bortezomib veniva
somministrato ev in monoterapia a cadenza bisatiitea con possibilita di aggiungere
desametasone in caso di progressione dopo i prorali2di trattamento oppure in caso
di una stabilita di malattia dopo 4 cicli. Entranglii studi hanno evidenziato un rate di
risposte almeno PR pari al 30% circa ed una TTP7-diL mesi. L'aggiunta di
desametasone ha determinato un incremento dgdlastes nel 18% e 33% dei pazienti.
Il successivo studio di fase 3, APEX, ha sancitoslgeriorita di bortezomib in
monoterapia rispetto a desametasone ad alte agosérmini di ORR, TTP e O
Un’analisi updatata con follow up mediano di 22 mes confermato il vantaggio di
bortezomib, con TTP mediana 6.2 vs 3.5 mesi e pgalta sopravvivenza (30 vs 24 m)
nonostante piu del 60% dei pazienti nel braccioamhetasone abbia poi ricevuto
bortezomib al momento della progressiiheNel 2005 bortezomib & stato approvato
single agent per pazienti con almeno una lineagoiette di terapia.
Da allora numerosi studi hanno mostrato I'efficadiidortezomib in combinazione con
desametasof®>?° IMiDs**, doxorubicind®! e bendamustirfa 3%
Bortezomib-desametasone e attualmente considenatstandard of care per la terapia
del MMRR e la base di partenza per la costruziansoohbinazioni volte ad esplorare
I'efficacia di nuove molecole.

» Pomalidomide
Studi clinici hanno dimostrato come pomalidomidesaeiata a desametasone (Pd), sia
efficace nei pazienti con RRMM, con un livello ésposta pari al 63% dei pazienti in
studio, anche quando refrattari a lenalidomide eteromid®. La schedula di
somministrazione di pomalidomide alla dose di 4negfaer 21 giorni consecutivi in
cicli di 28 giorni, e stata definita sulla baseudb studio randomizzato di fase Il che ha
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dimostrato come tale schema risultasse correlaspetto alla somministrazione
continuativa, con pari efficacia e minore tossi¢itdelosoppression&y.

L’approvazione da parte di FDA ed EMA dello scheRa e avvenuta nel 2013 in
seguito ai risultati dello studio randomizzato dsé 1ll, MM-003: esso confrontava
pomalidomide associato a desametasone a bassegpetto al desametasone ad alte
dosi in monoterapia, verificandone efficacia e poadii tossicita, in pazienti refrattari a
bortezomib e lenalidomide. Pd si € dimostrato sopeial desametasone ad alte dosi, in
una popolazione di pazienti pesantemente pretratiagermini di PFS (4/s1.9 mesi) e

di OS (13.1vs 8.1 mesi)®*

L’attuale indicazione EMA e AIFA per Pd e rappreséa da pazienti con RRMM
sottoposti ad almeno due precedenti linee di taramprensive di bortezomib e
lenalidomide e con dimostrata progressione di rtialdtirante I'ultima linea ricevuta.

» Carfilzomib
Numerosi trials hanno dimostrato la sua capacita di influire pesmente sulla
prognosi del paziente con RRMM. Inizialmente somstiato in monoterapia, € stato
poi associato a numerose altre molecole, al finendividuare schemi di maggiore
efficacia terapeutica. Due ampi trials randomizaiitifase Il hanno recentemente
dimostrato, in pazienti sottoposti a 1-3 preceddénge di terapia, la superiorita del
regime a due farmadkd rispetto alla combinazione comprensiva del Pl dinp
generazione Vd (studio ENDEAVORYS e del regime a tre farma&iRd rispetto al
regime a due farmaci Rd (studio ASPIEE)In particolare, Kd & risultato superiore a
Vd riportando un vantaggio di PFS pari a 18s®.4 mesi, ed un incremento del ORR
(77% vs 63%) e del CR rate (13%s 6%). Analogamente la combinazione KRd é
risultata correlare rispetto a Rd con significatasamento della PFS (rispettivamente
26,3 mesivs 17,6 mesi), aumentato ORR (879 66%) e CR rate (32%s 9%).
Nonostante una maggiore incidenza di effetti auverggrado>3 in KRd, la qualita
della vita si & dimostrata superiore in questo seheaspetto al semplice Rd. Lo studio
ASPIRE ha pertanto rivelato come I'aggiunta di ikaosfnib ad Rd nel paziente RRMM
porti ad un incremento significativo della PFS, cam favorevole profilo
rischio/beneficié®.
Sulla base di tali risultati il Carfilzomib e statecentemente approvato da FDA e da
EMA, in combinazione con Desametasone o con Rdil peattamento di pazienti con
RRMM che abbiano ricevuto almeno una precedenéa ldh terapia.

» Ixazomib
Il regime a tre farmaci derivante dalla combinagioin Ixazomib a Rd si e recentemente
dimostrato superiore rispetto al regime a due farrRal, nel’ambito di pazienti con
RRMM sottoposti a 1-3 precedenti linee di teragialla base dello studio di fase Il
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randomizzato in doppio cieco TOURMALINE. In particolare, IxaRd & risultato
correlare rispetto a Rd con significativo vantaggjid®FS (20,6 mesiersusl4,7 mesi)
e aumentato CR rate (12.7% 7%). Sulla base dello studio TOURMALINE la
combinazione IxaRd é stata approvata dalla FDA &Kdr il trattamento dei pazienti
con RRMM sottoposti ad almeno una precedente liinéarapia.

» Daratumumab
Daratumumab agente singolo ha dimostrato elevdieaef, nelllambito di studi di
fase I, nel trattamento del RRMM in fase avanzhtaalattia, riportando in un gruppo
di pazienti con una mediana di 5 precedenti linededapia un tasso di risposta
complessivo del 31%, con una mediana di PFS parinasi e soprattutto una OS pari a
20,1 mesi, significativamente superiore a quellssicamente nota in taketting di
malattia avanzafa'?*
Inoltre, due amptrials randomizzati hanno valutato I'aggiunta di Daratomab a Rd
(studio POLLUX) e Vd (studio CASTOR), nell’ambitoi ghazienti con RRMM
sottoposti a 1-3 precedente linea di terafi@’ Dara-Rd rispetto a Rd & risultato
correlare con significativo vantaggio di PFS, 76%49% a 18 mesi, e con risposte
profonde, riportando rispettivamente un @Re pari al 46%vs 20%. Analogamente,
Dara-Vd nei confronti di Vd, si e tradotto in uneolpingata PFS (60%s 22% a 12
mesi), e aumentatoate di risposte globali e complete (CRate 26% vs 10%
rispettivamente).
Daratumumab é stato pertanto approvato da FDA e HEidde agente singolo nel
trattamento di pazienti con RRMM gia trattati coh € IMiDs e con dimostrata
progressione all’'ultima linea di terapia; e in asapione a Rd o Vd per pazienti con
RRMM sottoposti ad almeno una precedente lineardpia.

» Elotuzumab
Elotuzumab somministrato come agente singolo sietato inefficace nel migliorare il
rate di risposte dei pazienti con RRMM o riduriadidenza di relapsé”.
Differenti risultati sono invece emersi quando igak® in combinazione.
A tal proposito, lo studio ELOQUENT?¥ trial randomizzato di fase Ill, ha
confrontato il regime a tre farmaci derivante dallenbinazione di Elotuzumab con Rd
vs il regime a due farmaci standard Rd, nel trattamesi pazienti con RRMM
sottoposti a 1-3 precedenti linee di terapia. Aaaama volta il regime a tre farmaci si e
associato ad un vantaggio significativo, riportapéo Elo-Rdvs Rd un prolungamento
della PFS pari a 19,4 mesrsusl4,9 mesi.
Elotuzumab e stato pertanto approvato FDA e EMAcombinazione con Rd per |l
trattamento di pazienti con RRMM sottoposti ad aimana precedente linea di terapia.
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» Panobinostat
La combinazione Panobinostat con Vd (Pan-Vd) estabfrontata con Vd nell’ambito
di un trial randomizzato di fase lll, per paziecwn RRMM sottoposti a 1-3 precedenti
linee di terapia (PANORAMA £},
Il razionale di questa scelta sta nell’ipotesi disinergismo d’azione tra I'inibizione del
proteasoma, il conseguente accumulo di proteingedeadare e l'attivazione di una via
di degradazione alternativa: quest’ultima coinvolggasporto delle suddette proteine
alterate e aggregate fra di loro in una struttwelulare - recentemente identificata -
nota come “aggresoma’ e distruzione delle stessmmitie autofagia. | risultati dello
studio PANORAMA hanno riportato un vantaggio denteadalla combinazione Pan-
Vd rispetto a Vd in termini di percentuale di risp® complete (27.6% vs 15.7%;
p<0.001) e di PFS (12 vs 8 mesi, HR 0.63, 95% Q20.76; p<0.0001),
particolarmente evidente ad una analisi per saffgjrnei pazienti che avessero gia
ricevuto almeno due precedenti linee di terapimm@nsive di Pl e IMID, da cui deriva
I'attuale approvazione FDA e EMA. Tuttavia, I'aggta di Panobinostat si associa
anche a un’aumentata incidenza di eventi avveascti trombocitopenia, linfopenia,
diarrea, astenia e neuropatia periferica.
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6. RAZIONALE DELLO STUDIO

La chemioterapia ad alte dosi con supporto di eltaminali emopoietiche (ASCT)
rappresenta da almeno 20 anni lo standard terapepgr i pazienti con mieloma
multiplo di eta inferiore a 65 anni. La piu recenlisponibilita di farmaci di nuova
generazione attivi contro il microambiente midalgcome agenti immunomodulanti e
inibitori del proteasoma) e la loro progressivagrazione nel percorso trapiantologico,
sia come terapia di induzione pre- che come caawolento post-trapianto, ha
consentito di migliorare significativamente il rada profondita delle risposte ottenute
e di prolungare la sopravvivenza dei pazienti.

Parimenti, un miglior outcome € stato osservatpamienti anziani o non candidabili
alla terapia ad alte dosi, per i quali la combioagi di chemioterapia convenzionale e
nuovi farmaci (in particolare bortezomib, schema R)Vsi € tradotta in un rate di
remissioni complete paragonabili a quanto dimostgadst ASCT in era pre-nuovi
farmaci, una significativa riduzione dell'incidenz#i ricaduta di malattia ed un
prolungamento della sopravvivenza globale.

Questi dati brillanti pongono il quesito se il ti@pto autologo rimanga Istandard of
care per il paziente giovane, o se gli stessi risultatiermini di outcome non possano
essere raggiunti con la sola applicazione di re¢gmaipeutici basati su nuovi farmaci.
L’esigenza di investigare prospetticamente il ruetbil corretto timing del trapianto
autologo nell’era dei nuovi farmaci, e quindi riciéfe la strategia terapeutica ottimale
per il paziente giovane, ha portato al trial climi€EMNO2/HOVONG5 (EudraCT
number: 2009-017903-28), uno studio multicentriobgrnazionale di fase lll, che ha
visto la partecipazione di 15 diversi paesi eurppmica 60 centri italiani, e
I'arruolamento di oltre 1500 pazienti di eta <6%iacon mieloma all’esordio.

Lo studio prevedeva una prima fase terapeutica nduzione con bortezomib-
ciclofosfamide-desametasone, seguita da mobilienaze raccolta di cellule staminali
emopoietiche del sangue periferico. | pazienti veno poi sottoposti ad una prima
randomizzazione (R1) tra terapia di intensificaeionon bortezomib-melphalan-
prednisone (schema VMP) o melphalan ad alte dosA®GT. Per i centri con una
policy di doppio trapianto la randomizzazione era piaatt in rapporto 1:1:1 tra VMP
e singolo trapianto (ASCT-1) o doppia procedura @AS). Al termine della fase di
intensificazione era programmata una seconda raizdamone a ricevere terapia di
consolidamento con bortezomib-lenalidomide-desasoetvs nessun consolidamento,
seguita da mantenimento con basse dosi di lenaitiomer tutti i pazienti sino a
progressione di malattia o intolleranza.

Nel presente elaborato saranno riportati i dattnal alla seconda analisi ad interim
dello studio, con particolare riferimento alla pamandomizzazione.
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8. OBBIETTIVI DELLO STUDIO

Lo studio si proponeva di:

- comparare l'efficacia in termini di sopravviventdaera da progressione (PFS) della
terapia di intensificazione con VIMNRersusterapia ad alte dosi e trapianto autologo di
cellule staminali emopoietiche

- valutare l'effetto sulla PFS della terapia di solidamento con VRD seguita da
mantenimento con lenalidomiglersussolo mantenimento

- confrontare I'efficacia di un singolo contro uoppio trapianto autologo

- valutare il rate di risposte globali (ORR) e Haagualita (CR+VGPR) dopo terapia di
induzione, intensificazione con VMP o trapiantocdéogo, dopo consolidamento ed in
corso di mantenimento

- valutare la sopravvivenza globale (OS)

- valutare la frequenza e la severita della tossicorrelata alla terapia, sia di tipo
ematologico che extramidollare

- valutare I'impatto sulla PFS di fattori prognastpresenti al baseline (come elevati
livelli di B2-microglobulina sierica, alterazioni citogenetichd alto rischio) nella
popolazione generale e nei diversi gruppi di tragiato

- valutare la qualita di vita

Studi correlativi:

- confermare I'impatto dell'interessamento sch&et{documentato daselinecon 18-
FDG-TC/PET totale corporea) sull’outcome clinico,termini di durata di remissione,
PFS e OS

- valutare la correlazione tra interessamento stheb alla TC/PET ed altri fattori
prognostici (in particolare presenza di alterazmtogenetiche e molecolari)

- valutare I'impatto su PFS ed OS di una risposgdatvolica completa alla PET dopo
terapia di induzione, trapianto autologo e consotidnto

- valutare I'impatto prognostico di profili di egmsione genica (GEP) sullORR dopo
terapia di induzione e nei diversi bracci di randarazione.

- validare il ruolo prognostico di una remissior@mpleta stringente e della malattia
minima residua (MRD) valutata con citofluorimetadlusso in pazienti con mieloma di
nuova diagnosi trattati con nuovi farmaci

Endpoint primari

- valutare la PFS per tutti i pazienti inclusi nedtudio

- confrontare la PFS nei pazienti inclusi nellar@irandomizzazione (R1)

- confrontare la PFS nei pazienti inclusi nellaoseta randomizzazione (R2)
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Endpoint secondari
- confrontare I'efficacia in termini di PFS tra golo e doppio trapianto autologo

- valutare il rate di risposte e la loro qualitd c@rso del trattamento
- valutare I'OS dall'inizio del trattamento, da RHa R2

9. MATERIALI E METODI

9.1 ELEGGIBILITA’ ALLO STUDIO

| pazienti, al fine di essere arruolabili nel prabo, dovevano rispettare le
caratteristiche sotto elencate.

CRITERI DI INCLUSIONE

Diagnosi di MM all'esordio, sintomatico per presardi danno d’organo secondo i
criteri CRAB

Malattia misurabile (definita dalla presenza di GMrica > 10g/L o CM urinaria
>200 mg/24h o rapporto delle sFLC alterato conratinvolta in concentrazione
> 100mg/L) o documentazione istologica di plasnuwuodé

Eta compresatrai 18 e i 65 anni

WHO performance status 0-3 (con grado 3 accettabile se causato da MM e non
secondario ad altre comorbidita presenti)

Test di gravidanza negativo, se applicabile

Capacita di firmare il consenso informato alla pésa

CRITERI DI ESCLUSIONE

Amiloidosi AL sistemica

Leucemia Plasmacellulare

MM non-secernente

Precedente trattamento chemioterapico e/o radmteEra

Scompenso cardiaco (stadio NYHA 11-1V)

Disfunzione epatica severa (bilirubina sierc@0mmol/L o transaminasi superiori a
2,5 volte il rispettivo valore di riferimento mass®, escluse alterazioni secondarie a
localizzazione di MM)

Velocita di filtrazione glomerulare (GFR)15ml/min

Pazienti HIV positivi

Pazienti con infezioni attive, non controllate

Pazienti con neuropatia basale di gradd(Common Toxicity Criterip

Pazienti con neoplasie maligne attive nel corsadi détgni 5 anni (ad eccezione di
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carcinoma cervicale stadio 0 e carcinomasqsa basocellulare)
* Donne fertili non complianti/impossibilitate ad ga&e terapia contraccettiva o in
fase di allattamento

ELEGGIBILITA’ ALLA PRIMA RANDOMIZZAZIONE (R1)

*  WHO performance status 0-2

« Raccolta di un quantitativo di progenitori stamirethatopoietici superiore a 40
CD34+/kg

» Bilirubina e transaminasi < 2.5 volte il limite srpre di riferimento

* Assenza di grave patologia polmonare, neurologigsichiatrica

* Assenza di PNP di grado3, secondaria a bortezomib

» Assenza di progressione di malattia

ELEGGIBILITA’ ALLA SECONDA RANDOMIZZAZIONE (R2)

e Bilirubina e transaminasi < 2.5 volte il limite srmpre di riferimento

* Assenza di PNP di grado3, secondaria a bortezomib

+ Conta piastrinica > 20 x 20 e valore assoluto di neutrofili > 0.5 x*10

* Complianza alenalidomide Pregnancy Prevention Risk Managemkart P
» Assenza di progressione di malattia

9.2 DISEGNO DELLO STUDIO

Il protocollo EMNO2/HOVONG5S € uno studio prospettiénternazionale multicentrico,
randomizzato, di fase 3, riservato a pazienti covt 81 nuova diagnosi ed eta65 anni,
articolato su 5 distinte fasi terapeutiche (sch&mate nella figura 10).

Induzione

Tutti pazienti arruolati nel protocollo ricevevanpa terapia di induzione con 3-4* cicli,
della durata di 21 giorni ciascuno, comprensivi lbrtezomib-ciclofosfamide-
desametasone (VCD), somministrati secondo la s¢hedtto riportata.

Farmaco Dose (singola) Somministrazione Giorno
Bortezomib 1.3 mg/mi Intravenosa / Sottocutanea 1,4,8,11
Ciclofosfamide 500 mg/ni Intravenosa 1.8
Desametasone 40 mg Orale 1,2,4,5,8,9,11,12

La dose di ciclofosfamide poteva essere modificatzase al rate di filtrato glomerulare
del paziente ed alla presenza di eventuale neuti@mpe

La valutazione della risposta alla terapia di indoe avveniva al termine dei 4 cicli. In
caso di progressione di malattia i pazienti erasoahtinuati dal trattamento.
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Mobilizzazione raccolta progenitori emopoietici

Al termine della terapia di induzione i pazientinikano avviati a terapia infusionale
con ciclofosfamide (4-2 g/f) associata a fattore di crescita granulocitatGGSF),
somministrato a partire dal 5° giorno post ciclédnside e proseguito sino ad avvenuta
raccolta delle cellule staminali emopoietiche da@oti (PBSC). La soglia minima di
raccolta era fissata a 4XIKg cellule CD34+, quantitativo ritenuto sufficienta
supportare due linee sequenziali di chemioteragialte dosi.

Intensificazione (prima randomizzazione, R1)

In seqguito alla raccolta di PBSC, i pazienti veniwasottoposti ad una prima
randomizzazione (R1) tra terapia di intensificagionon bortezomib-melphalan-
prednisone (schema VMP) o 1-2 linee sequenziati@phalan ad alte dosi (HDM) con
trapianto di cellule staminali emopoietiche (ASCIa. randomizzazione era pianificata
in rapporto 1:1 tra VMP e ASCT nei centri ematotdgion una politica fissa di un solo
trapianto (ovvero la maggior parte dei centri eeipp su base 1:1:1 tra VMP e 1 0 2
trapianti nei centri con una politica di doppio AB(prevalente in Italia). In caso di
insufficiente raccolta di cellule staminali emogabke, i pazienti non erano eleggibili
per la R1, ma potevano comunque proseguire il patim e ricevere terapia con VMP,
mantenendo la possibilita di essere randomizzatigpeuccessiva fase terapeutica.
L’intensificazione iniziava tra la 4° e la 6° sgtdina dopo la raccolta.

Il braccio di terapia VMP prevedeva la somminiswag di 4 cicli, della durata di 42
giorni ciascuno, secondo il seguente schema:

Farmaco Dose (singola)  Somministrazione Giorno
Bortezomib 1.3mg/nt Sottocutanea 1,4,8,11,22,25,29,32
Melphalan 9mg/nt Orale 1,2,3,4

Prednisone 60mg/nt Orale 1,2,3,4

La valutazione della risposta veniva eseguita dib@@5 e al termine del 4° ciclo: i
pazienti con progressione di malattia uscivangodatiocollo.

Il braccio ASCT prevedeva la somministrazione diphalan ad alte dosi (200 mg/m
e successiva re-infusione dei progenitori ematdjpoecondo questo schema:

Farmaco Dose (singola) Somministrazione  Giorno
Melphalan 100mg/ni Intravenosa -3,-2*+*
Reinfusione PBSC  Almeno 2 x 16CD34+/kg 0

** | pazienti con insufficienza renale eseguivano 4810 mg/mal giorno -3 oppure un dosaggio modulato
in base alla clearance della creatinina.

Il secondo ASCT, se previsto, veniva effettuataséatiza di 2-3 mesi dal primo.

*Inizialmente il disegno dello studio prevedevaskeuzione di 3 cicli di VCD, con somministraziomelevenosa di bortezomib,
seguiti da mobilizzazione PBSC con ciclofosfamidgoai intermedie (4 g/t In seguito ad un emendamento del protocollo nel
2012, il numero di cicli di VCD é stato incremewtat 4, con passaggio ad una somministrazione stdioea di bortezomib, ed &
stata ridotta la dose di ciclofosfamide a 2%/m
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Consolidamento (seconda randomizzazione, R2)
A distanza di 8 settimane dal termine della fasmt@insificazione, i pazienti venivano

randomizzati a ricevere, 0 meno, terapia di codaoliento con bortezomib-
lenalidomide-desametasone (VRD), per 2 cicli dellaata di 28 giorni ciascuno,
secondo le modalita sotto riportate:

Farmaco Dose (singola) Somministrazione Giorno
Bortezomib 1.3 mg/nf Sottocutanea 1,4,8,11
Lenalidomide 25 mg Orale 1-21
Desametasone 20 mg Orale 1,2,4,5,8,9,11,12

Mantenimento
Infine, tutti i pazienti ricevevano lenalidomide imantenimento alla dose di 10 mg/die

per 21 giorni consecutivi ogni 28 giorni. La te@pii mantenimento veniva proseguita
fino progressione di malattia o comparsa di intalza.

Registrazione

Induzione
VCDx 3/4

!

Ciclofosfamide (4 0 2 g/mg) + G-C5F e
Raccolta dei progenitori ematopoietici circolanti (PBSC)

!
/ Rl\.

VMP x 4 HDM + ASCT|x 1/2
M = 9mg/mq M = 200mg/mqg

R2

Consolidamento
VRD x 2

No consolidamento J

| |

Mantenimento

Lenalidomide
fino a PDY/exitus/intolleranza

Figura 10 - EMNO2 trial: disegno dello studio
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9.3 CRITERI DI VALUTAZIONE DELLA RISPOSTA

La risposta alle varie fasi terapeutiche e stafmnitie sulla base dei criteri stabiliti dall’
International Myeloma Working Grou@iMwa)=**:

Risposta completa (CR)

- scomparsa della componente monoclonale (CM) marga dal siero e dalle urine
all'elettroforesi ed allimmunofissazione

- presenza di un infiltrato plasmacellulare (PG &liopsia midollare inferiore al 5%
della cellularita totale.

- scomparsa di eventuali masse extramidollari piiesébasale

Risposta completa stringente (sCR)

- devono essere rispettati i criteri per CR

- normale rapporte/A delle sFLC

- assenza di PC clonali nel midollo osseo docunbdnteamite immunofluorescenza o
immunoistochimica

Very good partial response (VGPR)

- CM sierica e urinaria rilevabile allimmunofissage ma non all’elettroforesi, oppure
- riduzione> 90 % della CM sierica e CM urinaria <100mg/24h,

- se malattia valutabile al basale solo per sFlidlizione> 90 % del differenziale tra
catena leggerimvolved/uninvolved

Risposta parziale (PR)

- riduzione della CM sierica50% del valore iniziale e riduzione della CM uriiaar
90% o inferiore a 200 mg nelle 24 ore

- se malattia valutabile solo per sFCL: riduzien&0% della differenza fra i livelli di
sFLC coinvolte/non coinvolte

- in caso di dosaggio sFLC non misurabile: ridueinb0% delle PC (purché l'infiltrato
iniziale fosse >30%)

- riduzione> 50% delle dimensioni del plasmocitoma, se presaifdediagnosi

Malattia stabile (SD)

- non soddisfatti i criteri per sCR, CR, VGPR, PRregressione

Progressione di malattia (PD)

- incrementa> 25% rispetto al nadir in due determinazioni consige della CM sierica
(con valore assoluto incrementato di almeno 500dmh@/o CM urinaria (con valore
assoluto incrementato di almeno 200 mg/die) e/aldfdrenziale tra catena coinvolta e
non coinvolta (incremento assoluto > 10 mg/dl)

- se malattia non misurabile: incremento delle H@oftari > 10%

- comparsa di nuove lesioni ossee 0 aumento dedlsiori pre-esistenti,
indipendentemente dal valore della CM

- comparsa di ipercalcemia (Eaierico corretto >11,5 mg/dL) attribuibile unicame
al disturbo proliferativo delle plasmacellule
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9.4 ANALISI CITOGENETICO-MOLECOLARE

L’analisi citogenetico-molecolare é stata esegsitasangue midollare prelevato dai
pazienti al momento dell’arruolamento. | campiorar® centralizzati c/o il laboratorio
di citogenetica del nostro Istituto per i centaiigni, ed in laboratori designati in Olanda
(Erasmus MC Rotterdam), Germania (Universita di ¥urg) e Danimarca (Aalborg
Hospital) per i restanti centri europei.

La separazione della frazione plasmacellulare elICD138) & stata eseguita
mediante separatore immunomagnetico (tecnologia BlAiltenyi Biotec).

| pazienti sono stati valutati per la presenza semsa delle seguenti alterazioni
cromosomiche: del(13g14), del(17p13), del(1p32),ndg21), t(4;14)(p16;932),
t(6;14)(p21;932), t(11;14)(q13;932), t(14;16)(q33y t(14;20)(g32;911), ed
iperdiploidia. La ricerca delle alterazioni € stéaétta con metodica FISH, attraverso
specifiche sonde a DNAnultiprobe (Cytocell) per quanto riguarda le traslocazioni
coinvolgenti il cromosoma 14 e le anomalie a cadeocromosomi 1, 13 e 17, e con
sonde cosmidiche (LSI) e centromeriche (CEP) demosomi 5, 9 e 15 per la
determinazione dell’iperdiploidia.

9.5 ANALISI STATISTICA

L’analisi statistica & stata eseguita per intereidntrattamentoirftention to treat ITT)

ed ha coinvolto tutti i pazienti arruolati nel pyoollo che avessero ricevuto almeno una
dose della terapia programmata.

Le principali caratteristiche clinico-demografich@ccolte al baseline sono state
descritte come frequenze relative e percentualindoale variabili erano di tipo
categoriale, oppure attraverso mediana e rangequsdgile (IQR) se le distribuzioni
erano di tipo continuo. Per confrontare le carmtiehe basali e stato utilizzato il te@

o di Fisher come appropriato per le variabili deter oppure il test di Mann-Whitney
per campioni indipendenti nei confronti di distrdboni continue.

L’analisi di sopravvivenza e stata eseguita stinmantime-to-eventmediante metodo
Kaplan-Meier e le relative curve di sopravvivenaac poi state confrontate utilizzando
il Log Rank test.

La regressione semi-parametrica di Cox e stataasyoima con modelli univariati, al
fine di individuare le variabili statisticamentegsificative da includere, poi, nel
modello multivariabile, con un approccio step-fordieSoltanto il modello finale é stato
riportato nei risultati presenti in questo elaborat

La significativita statistica é stata fissata p4tit test per p<0.05.

La sopravvivenza libera da malattiprggression free survivalPFS) é stata definita
come intervallo tra la data di inizio della teragida data di progressione, la data di
morte oppure la data dell’'ultimo follow up del paxzie quando nessun evento fosse
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registrato. La sopravvivenza globalevérall surviva] OS) e stata definita come |l
tempo tra 'inizio del trattamento e la data di teodel paziente oppure, come per la
PFS, la data dell’'ultimo follow up qualora I'eventwrte non si fosse verificato.
Secondo protocollo, PFS e OS mediane sono stateatstia partire dalla data di
induzione o dalla data di randomizzazione a secadeti&ndpoint primario analizzato.
Qualora PFS o OS mediane non fossero state raggaamo stati riportati i valori di
sopravvivenza percentuali registrati al tempo o up mediano.

La tossicita e stata analizzata prevalentementatigdabulazione ed e stata considerata
solo l'incidenza di eventi avversi di gradao2, codificati secondo i criteri del National
Cancer Institute Common Toxicity Criteria (NCI-CT€rsion 4.0).

Il protocollo prevedeva 2 analisi ad interim, pfar@te al raggiungimento (prima del
33% e poi del 66%) del numero di eventi sufficiengarantire una potenza del test Log
Rank di almeno il 92% per il confronto degli endysei primari. | dati presentati in
questo elaborato sono relativi alla seconda aredignterim.

L’analisi statistica e stata svolta mediante iltwafe R, versione 3.4.1 per Windows
(The R foundation for Statistical Computing
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10. RISULTATI

10.1 ANALISI SULLA POPOLAZIONE GLOBALE

Da febbraio 2011 ad aprile 2014 sono stati arruglanplessivamente 1503 pazienti,
provenienti da 15 diversi paesi europei e 57 camratologici italiani. Undici pazienti
tuttavia non hanno mai iniziato il programma teram®, o0 per ritiro del consenso o per
fallimento delle procedure di screening previstd peotocollo, e sono stati di

conseguenza esclusi dall’analisi per intenziorneatiamento.

Tabella 5: Caratteristiche dei pazientbaseline

Caratteristiche Nr. pazienti (%) Mediana (IQR)
Popolazione in studio 1492
Eta (anni) 58 (52 - 62)
Sesso maschile 862 (57.8)
Albumina, g/dI 3.8(3.3-4.2)
Bo-microglobulina, mg/l 3.4(2.4-5.2)
Stadio ISS

- 579 (38.8)

- 583 (39.1)

- 330 (22.1)
LDH > limite superiore di riferimento 211 (14.1)
Stadio Revised-ISS

- 288 (19.3)

- 842 (56.4)

- 136 (9.1)

- non valutabile 226 (15.1)
Plasmacellule midollari, % 50 (30 - 80)
Emoglobina, g/dI 10.9(9.5-124
Piastrine, (x10mmc) 227 (176 - 279)
Creatinina, mg/dl 0.9 (0.76 - 1.16
Clearance creatinina, ml/min 84 (60 - 103)
Calcio sierico, mmol/Il 2.35(2.2-2.5)
Alterazioni citogenetiche in FISH*

- 1(4;14) 139 (12.0)

- 1(11;14) 205 (19.8)

- 1(14;16) 41 (3.7)

- del(17p) 136 (11.3)

- amp(1q) 433 (37.8)

- del(1p) 133 (11.9)

- iperdiploidia 549 (49.8)
Profilo di rischio citogenetico a 3 variabili:
[t(4;14) elo 1(14;16) e/o del(17p)]

- pazienti valutabili 1098 (73.6)

- alto rischio (HR cyto3) 291 (26.5)

- rischio standard (SR cyto3) 807 (73.5)
Profilo di rischio citogenetico a 5 variabili:
[t(4;14) elo t(14;16) e/o del(17p) e/o amp(1q) a@t(1p)]

- pazienti valutabili 1107 (74.2)

- alto rischio (HR cyto 5) 625 (56.5)

- rischio standard (SR cyto 5) 482 (43.5)

IQR range interquartile; ISS International StagBygtem; LDH latticodeidrogenasi; FISH flourescemesitu hybridization

* percentuali relative ai pazienti valutabili perdingole alterazioni
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Le principali caratteristiche anagrafiche e di rttedaal baseline(illustrate estensivamente
nella tabella 5) sono in linea con quanto documenta letteratura per la stessa
tipologia di pazienti. L’eta mediana all'arruolantierera 58 anni, e piu della meta della
popolazione in studio era di sesso maschile.

1 22% ed il 9% dei pazienti presentava una malattistadio 11l secondo classificazione
ISS e revised-ISS, rispettivamente. Nel 14% dei essno presenti valori di LDH
superiori ai limiti di riferimento, mentre un infiato plasmacellulare midollare
superiore al 60% della cellularita totale é stgtontato nel 43% dei pazienti.

L’analisi citogenetico-molecolare e stata possilnleoltre il 70% dei casi. Secondo i
criteri IMWG®®, un profilo citogenetico ad alto rischio (HRcytp3Jefinito dalla
positivita in analisi FISH per t(4;14) e/o t(14;16)o del(17p), era evidenziabile nel
26.5% dei pazienti. La presenza di alterazionirecaadel cromosoma 1 (amplg2l e/o
dellp), associata 0 meno alle precedenti anomigtigenetiche, identificava invece un
nuovo profilo di rischio - modulato su 5 varialiRcyto5) - che e stato rilevato nel
56.5% dei casi. Il rischio standard (SRcyto3/5)dehnito dalla contemporanea assenza
di tutte le alterazioni ricercate.

Al momento della presente analisi, con un follownugdiano di 39.9 mesi (IQR 28.9 -
49.7), 648 pazienti (43%) risultavano progredizio® (20%) deceduti.

La PFS mediana e risultata pari a 47.7 mesi, mdi@® registrata al follow up
mediano (mFU) era dell’80.3% (figura 11)
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‘ PFS: 56.1% at mFU ‘ 085: 80.3% at mFU
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Time Time
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Figura 11: curve di PFS (A) e OS (B) per l'inte@plazione in studio.

E’ stato quindi valutato I'impatto prognostico s&F e OS di alcune caratteristiche
cliniche e genetico-molecolari presenti al base{iiortate in dettaglio nella tabella 6).
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Tabella 6: Principali variabili con effetto B&S e OS

- PFES al f.up mediano OS al f.up mediano
Variabile n pts - 95% ClI 95% ClI p value

Hb > 10,5 g/d| 864 |62,7 86,0
’ 1,72 | 1.47-2.00 | <0,0001 1, 1,58-2, <0,0001

2 102 o12 |55 00 | <0,0001 | ") | 1,99 58-2,50 | <0,000
PLTs 2 150/mmc 126415901 ) 20 1 1 43212 | <0.0001 |®%8| 218 | 1.67-2.86 | <0,0001
PLTs < 150 208 |37.5 66.0
PC < 60% 772 603 83,3

136 | 1,16-1,60 | 0,0001 144 | 1,14-1,83 | 0,0025
PC 2 60% 629 |50,9 77.4
CICr = 40 ml/min 1370 | 56,7 81,3

1,70 | 1,05-1,79 | 0,0220 1,96 | 1,40-2,76 | 0,0001
CICr < 40 119 |488 68,6
B,M < 3,5 mg/l 782 |62.4 86,4

154 | 1,32-1,81 | <0,0001 217 | 1,71-275 | <0,0001
BM > 3,5 710 |49.2 73.8
BM <5,5 mg/l 11641596\ ) 24 | 146207 | <0.0001 |E*8| 260 | 206-3.29 | <0,0001
BM 255 328 |43,7 64,2
Albumina > 3,5 gfdl | 928 15951 55 | ) 19163 | <0,0001 [2°| 161 | 120203 | <0,0001
Albumina £ 3,5 564 |50,5 75,1
LDH < upper limit L87158,71 ) 23 | 142212 | <0.0001 |E30| 232 | 1.78-3.04 | <0,0001
LDH > upper limit 211 |38,8 64,6
Stadio ISS Ilvs | Ilvs |
| 579 |64,2| 1,37 | 1,14-1,65 | 0,0007 |87,7| 1,61 | 1,20-217 | 0,0016
I 583 [55,2 [ 11lvs | 81,9 | lNvs |
I 330 |435| 2,06 | 1,68-2,51 | <0,0001 | 643 | 337 | 251-454 | <0,0001
Revised-ISS INvs Ilvs |
R-ISS | 288 [70,7| 1,85 | 1,46-2,35 | <0,0001 |91,7| 2,89 | 1,87-4,46 | <0,0001
R-ISS II 842 |53,3[1vs | 79,4 [ vs |
R-ISS III 136 |31,1| 3,57 | 2,64-4,83 | <0,0001 |49,9| 7,59 | 4,70-12,26 | <0,0001
EILT Al (el 1064 157.6 ) 58 | 132214 | <0,0001 |820| 231 | 169316 | <0,0001
del17p13: pos 136 | 40,2 61,2
{(4;14): neg 1016 15711 ) o0 | 118101 | 00000 |&Y2| 1,00 | 145273 | <0,0001
t(4;14): pos 139 [41,5 66,0
Y(14;16): neg 1066 156,71\ ) 65 | 109-2.49 | 00170 |Z%%| 238 | 143396 | 00008
t(14;16): pos 41 (37,1 54,5
del1p36: neg 989 5741 ) 35 | 107-178 | 00126 |STY| 179 | 128249 | 0,0007
dellp36: pos 133 |45,5 67,4
amplg21: neg 713 |61,2 83,8

148 | 1,24-1,76 | <0,0001 187 | 1,45-2,40 | <0,0001
amp1g21: pos 433 |473 72,0
SR cyto 3 807 |61,2 84,7

182 | 1,51-2,19 | <0,0001 262 | 202339 | <0,0001
HR cyto 3 201 |401] ™ e ’ 633| ° oS ’
SRcyto 5 482 | 66,2 87,7

1,78 | 1,48-2,15 | <0,0001 259 | 1,94-347 | <0,0001
HR cyto 5 625 |47.1 71,2

>

Bestresponse 2CR | 567 174,71 , oo | 533356 | <0,0001 | 22| 303 | 216-431 | <0,0001
Best < CR 858 |44,4 76,3
Best > VGPR 1060 | 62,3 84,7

2,50 | 2,02-3,08 | <0,0001 185 | 1,37-253 | 0,0001
Best < VGPR 365 |34,0 74,0

Pts: pazienti; HR hazard ratio; Cl intervallo dhfidenza; Hb emoglobina; PLTs piastrine; PC plastiale midollari;
CICr clearance della creatinind2M beta2microglobulina; LDH latticodeidrogenasiSi8iternational Staging System;
CR remissione completa; VGPR very good partialeasp; HRcyto alto rischio citogenetico; SR riscétandard
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Tabella 7: Regressione multivariata di Cox

ANALISI MULTIVARIATA

Variabili con effetto su PFS m 95% CI m

Emoglobina < 10.5 g/d 1.29 1.02-1.63 0.032
Alto rischio citogenetico (HR-cyto3) 1.47 1.14-1.90 0.003
Stadio revised-1SS I 1.61 1.18-2.19 0.002
Stadio revised-1SS IlI 2.21 1.41-3.48 <0.001
Best response < VGPR 2.78 2.20-3.53 <0.001
Variablicon offoiosu0s | HR | 85%Cl_| pvalue |
B,-microglobulina > 3.5 mgl/l 1.67 1.18-235 0.003
Piastrine < 150.000/mmc 1.84 1.25-2.70 0.002

Alto rischio citogenetico (HR-cyto3) 2.37 1.71-3.28 <0.001
LDH > limite superiore di normalita 2.41 1.67 - 3.50 <0.001
Best response < VGPR 3.02 2.03-4.49 <0.001

L’analisi ha confermato il peso prognostico di alicparametri correlati al burden
tumorale ed al rate di proliferazione, come alteli di B.microglobulina sierica (> 3.5
e > 5.5 mg/l) e valori di LDH superiori al limite mas® di riferimento. Allo stesso
modo, la presenza di un significativo infiltratcapinacellulare e di una scarsa riserva
midollare, espressa da riduzione della concentnaziemoglobinica e della conta
piastrinica basali, correla con una ridotta sopraanza libera da malattia e globale.
Scarsa prognosi € conferita anche dalla presenar’idisufficienza renale (definita da
una clearance della creatinina inferiore a 40 mm)n@ da bassi livelli di albumina,
espressione sia di uno shift nella sintesi prot@oadizionato dall’eccessivo rilascio di
IL-6 da parte del clone neoplastico e del microantd midollare) che dello stato
generale del paziente.

Tra i fattori che piu fortemente condizionano PFSO& ci sono le anomalie
citogenetiche, sia considerate singolarmente (aelezdel cromosoma 17, alterazioni
del cromosoma 1, traslocazioni coinvolgenti il gegél sul cromosoma 14), che
comprese nei profili di rischio HRcyto3 e HRcyto5.

Lo studio conferma inoltre, su un’ampia casistlaajalidita degli score prognostici ISS
e revised-ISS (che coniugano fattori legati sia #iglia che alla variabilita biologica
del tumore) nell'identificare popolazioni di paziea diverso rischio di recidiva e/o
morte precoce.

Infine, la qualita della risposta al trattamentdnégrado di influenzare fortemente
I'outcome dei pazienti, con una significativa riduze della sopravvivenza per chi non
raggiunge almeno una VGPR.
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L’analisi multivariata ha evidenziato come una atcazione di emoglobina <10.5
g/dl, un alto rischio citogenetico secondo proél@ variabili, uno stadio revised-ISS Il
e lll, ed il mancato raggiungimento di una risposkaeno pari a VGPR in corso di
trattamento, siano i principali fattori significatimente correlati ad un’aumentata
incidenza di recidiva di malattia. Mentre valori [giimicroglobulina >3.5 mg/l, conta

piastrinica <150.000/mmc, un profilo HRcyto3, aelli di LDH ed una risposta non

di alta qualita sono risultate le variabili signdtive ed indipendenti predittive di ridotta
sopravvivenza globale (vedi tabella 7).

10.2 INTENSIFICAZIONE CON VMP versus ASCT (R1)

| pazienti in possesso dei criteri di eleggibilitidga prima randomizzazione (e pertanto
inclusi nell’analisi) erano 1192. Di questi, 497nha eseguito intensificazione con
VMP, mentre 695 sono stati randomizzati ad ASCB(@8&golo e 207 tandem).

Le principali caratteristiche anagrafiche e di ritadaal baseline (riassunte nella tabella
8) sono risultate ben bilanciate tra i 2 grupptrditamento.

Tabella 8: Principali caratteristiche basaii pazienti inclusi in R1

T e - o | ASCT (n- s

Eta mediana, anni (IQR) 57 (51 - 62) 58 (53 - 62)
Sesso, M/F % 56/44 59/41
,-microglobulina (mg/L), mediana (IQR) 3.3(24-5.0) 3.3(2.3-4.8)
Albumina (g/dL), mediana (IQR) 3.8(3.3-4.2) 3.8(3.3-4.2)
Stadio ISS | - 11 - lIl, % 42 - 38 - 21 42 -39-20

Emoglobina (g/dL), mediana (IQR)
Piastrine (x 10%/L), mediana (IQR)
Creatinina (mg/dL), mediana (IQR)
Plasmacellule midollari, % (IQR)

LDH > valore massimo di riferimento, %

Stadio R-ISS | - Il - lll - nv, %
Analisi FISH centralizzata

- Alto rischio HR-cyto 3

- Alto rischio HR-cyto 5

11.0 (9.6 - 12.6)
232 (181 - 283)
0.93(0.76 - 1.18)
50 (27 - 70)
115
19-54-8-19

89 (25.1)
184 (52.9)

11.1(9.7 - 12.6)
226 (177 - 280)
0.90 (0.74 - 1.10)
50 (30 - 80)
14.0
22-56-8-14

134 (25.1)
296 (55.2)

L’eta mediana era 57 anni per i pazienti nel grugMP e 58 per i trapiantati. Del tutto
identici tra i 2 gruppi sono risultati i valori miedi di Bomicroglobulina (3.3 mg/l),
albumina sierica (3.8 g/dl), emoglobina (11g/dlpgercentuale di infiltrato midollare
plasmacellulare (50%). Sostanzialmente sovrapplordipiche i valori di piastrine,
creatinina, e percentuale di pazienti con livellLBH superiori ai range fisiologici di
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normalitd. Omogenea e risultata anche la stratificee del rischio secondo stadiazione
ISS (stadio Il nel 21% e 20% dei pazienti rispetthente nel braccio VMP e ASCT) e
revised-ISS (stadibl nell’'8% dei pazienti valutabili in entrambi irgppi).

L’analisi FISH é risultata valutabile in oltre il0% dei pazienti, ed ha permesso di
identificare un profilo citogenetico ad alto risgl{stimato su 3 variabili, HRcyto3) nel

25% dei casi, indipendentemente dalla randomizraziba percentuale di pazienti ad
alto rischio sale al 53% per il braccio VMP e a¥®per il gruppo ASCT se si applica il

modello comprensivo di 5 anomalie citogenetiche ¢iABS).

All'analisi per intenzione di trattamento e confotiow up mediano di 37.8 mesi (IQR
28.9-46.9) dalla randomizzazione, la PFS mediansuétata di 44.3 mesi per il gruppo
VMP e non ancora raggiunta per i trapiantati, comes a 3 anni del 57% e 64.3%
rispettivamente, e con una riduzione del rischiatre di progressione o morte del
24% (HR=0.76; 95% CI=0.64-0.90; p=0.002). (figuy 1

1001
“‘-‘44;,_" o
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‘E' 0.75 w—._\ﬁhm . .
o . 9
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5050 \
% ASCT | VMP
@ PFS mediana, mesi | NR 443
0.25
FEY)
PFS a 3 anni, % 64.3 57 ASCT
00| HR (95% CI): 0.76 (0.64-0.90): p = 0.002 = VMP
0 12 24 36 48
Time
Number at risk
e 695 597 480 299 110
0 =497 404 318 201 76
0 12 24 36 48
Time

Figura 12: PFS secondo R1 (VMP vs ASCT)

Il significativo prolungamento della PFS correlatml ASCT € stato osservato
indipendentemente dall’'eta dei pazienti5% e >55 anni: p=0.038 e p=0.027,
rispettivamente), dal sesso (maschi e femmine:(JiZ0e p=0.038) e dalla presenza di
alcuni fattori basali con noto impatto sulla progingfigura 13A)
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VARIABLES HR 95% Cl p-value
AGE <55 —— 074 [0551;0983] 00377
AGE > 55 —— 078 [0622;0971] 0.0268
Female —— 074 [0.562;0.984] 0.0382
Male —— 076 [0.604;0953] 0.0174
HB <105 —— 072 [0551:0936] 0.0143
BM PC = 60 —— 067 [0518;088] 00036
Beta>3.5 —— 071 [0.557;0.918]  0.0084
CICr= 40 —il— 075 [0624,0901  0.0021
LDH > Upper limit —_— 062 [0.399;0955]  0.0303
High Risk cyto 3 —a— 056 [0.394;0.793]  0.0011
Std Risk cyto 3 —— 077 [0598;0.998]  0.0483
High Risk cyto 5 —— 073 [0.566;0.939] 0.0144
Std Risk cyto 5 —— 063 [0.438:0905] 0.0123
RISSI - 09 [0558;1445] 06572
RISSII —— 072 [0574;091]  0.0057
RISS i " = 1 041 [0.243;0694] 0.0009
I T T T 1
025 035 050 071 17
ASCT better VMP better
VARIABLES HR 95% ClI p-value
AGE <55 —_—— 1.07 [0.673;1696] 07782
AGE > 55 —— 096 [0678:1.361 08222
Female —— 068 [0437;1047] 00792
Male ——8—— 132 [0909;1907] 0146
HB <105 —— 0.88 [0.597;1.312] 0.5422
BM PC = 60 —— 076 [0.508;1.134] 0.1779
Beta > 3.5 —— 09 [0.629;1.288] 0.5646
Alb <35 —— 096 [0.631:1.453] 0.8377
CICr=40 —_— 101 [0755:1359] 09316
LDH > Upper limit | = 4 081 [045;1445] 04698
High Risk cyto 3 —— 06 [0.384;0.944] 0027
Std Risk cyto 3 — 1.09 [0.707;1687]  0.6903
High Risk cyto 5 —— 0.87 [0615;1.238] 0.4461
Std Risk cyto 5 = 072 [0.379:1.375] 0321
RISS | 155 [0.485:4.934]  0.4607
RISSII — 108 [0758:1532] 06785
RISSI i 0.43 [0.226;0.807] 0.0087
I T T T 1
025 035 050 0.71 20
ASCT better VMP better

Figura 13: Analisi univariata per sottogruppi. RB$ OS (B)
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In particolare: emoglobina <10.5 g/dl (HR=0.72, @B5-0.94, p=0.0143),
B-microglobulina >3.5 mg/l (HR=0.71, CI=0.56-0.92,38084), LDH superiore al
limite massimo di riferimento (HR=0.62, CI=0.40-6,9p=0.0312), plasmacellule
midollari >60% (HR=0.68, Cl=0.52-0.88, p=0.0037), stadio rediSS Il (HR=0.72;
CI=0.57-0.91; p=0.0057), e R-ISS lll (HR=0.41; CI20-0.69; P=0.0009).

Per quanto riguarda le caratteristiche citogenetludsali, la randomizzazione ad ASCT
e in grado di conferire un significativo vantaggiotermini di PFS rispetto a VMP sia
in pazienti a rischio standard che ad alto rischimipendentemente dal profilo
indagato: SRcyto3: HR=0.78, p=0.0483; HRcyto3: HR80 p=0.0011; SRcyto5:
HR=0.63, p=0.0125; HRcyto5: HR=0.73, p=0.0146, (\epira 14).
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Figura 14: PFS secondo R1 e caratteristiche citetgdre.
HR-cyto3 (A); SR-08t(B); HR-cyto5 (C); SR-cyto5 (D)
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Per quanto riguarda la responsivita complessiviattamento, il 95% dei pazienti in
entrambi i gruppi ha ottenuto almeno una rispoataiple, con percentuali di remissioni
completa e stringente (CR+sCR) del 43% e 46% pdoralccio VMP e ASCT,

rispettivamente (p=0.317). La probabilitd di otteneuna risposta di alta qualita
(>VGPR secondo i criteri IMWG) e stata invece sigrdfivamente superiore nel
gruppo trapianto (84.3% vs 75.4% per i pazienttatacon VMP, p<0.001), (figura 15).

p<0.001

100

EsCR 80
B CR

B VGPR 60
B PR

m<PR 40

20

0

VMP ASCT
Figura 15: Best response

In analisi multivariata la randomizzazione a trapiaautologo (HR=0.70, p=0.001),
una concentrazione di emoglobin&0.5g/dl (HR=0.74, p=0.009), un profilo di rischio
SRcyto3 (HR=0.61, p<0.001), uno stadio R-ISS (HB8Pp=0.015) e I'ottenimento di

una risposta di alta qualita (HR=0.41, p<0.001)ncsasultate le principali variabili

significative ed indipendenti predittive di un casiko duraturo di malattia, (tabella 9).

Tabella 9: Analisi multivariata di Cox

Randomizzazione ad ASCT 0.70 0.57-0.87 0.001
Emoglobina = 10.5 g/d| 0.74 0.60-0.93 0.009
Rischio citogenetico standard (3) 0.61 0.48-0.78 <0.001
Stadio revised-1SS | (vs lI+l11) 069 051-0.93 0.015
Best response = VGPR 0.41 0.32-0.52 <0.001

La sopravvivenza globale stimata a 3 anni ¢ ritaltkell’'85% in entrambi i gruppi di

trattamento. Tuttavia, valutando I'OS in sottogrupredefiniti di pazienti, € emerso un
significativo vantaggio correlato ad ASCT per p@zobni con caratteristiche
prognostiche sfavorevoli, come stadio R-ISS llinfst a 3 anni del 69% vs 47% nel

76



braccio VMP; HR=0.43, CI=0.23-0.81, p=0.0087) efiwoHRcyto3 (74% vs 61%,
HR=0.60, CI=0.38-0.94, p=0.027), inclusi pazierdrtptori di del(17p) (75% vs 51%,
HR=0.47, CI=0.24-0.92, p=0.0285), (figura 13B eufig 16).
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Figura 16: OS in pazienti con profilo HRcyto3 (Ajtadio R-ISS Il (B)

Infine, come atteso, il profilo di tossicita e fistio significativamente diverso tra le 2
popolazioni in studio, con maggior frequenza di gi@penia, tossicita
gastrointestinale/mucosale ed infettiva dovute &gime di condizionamento
submieloablativo nel braccio trapianto e piu ahliaidenza di neuropatia periferica e
fatigue (tipicamente correlate all'infusione di temomib) per i pazienti trattati con
VMP. Nella tabella 10 sono riportati in dettaglib gventi avversi di grado 2-4 2 3
registrati nei 2 gruppi. La mortalita legata apiemto e stata molto limitata (1%).

Tabella 10: Principali eventi avversi nei 2ygpi di trattamento

VMP (n=472) | ASCT (n=627)

Anemia 10.0 0.6 555 15.8
Neutropenia 417 29.0 79.4 78.2
Trombocitopenia 29.7 15.3 84.2 82.1
Gastrointestinali 19.1 57 34.0 12.0
Mucosite 0.2 / 33.0 15.6
Neutropenia febbrile 0.2 0.2 23.8 17.5
Sepsi / / 43 3.2
Infezioni respiratorie 7.6 1.7 4.9 2.6
Neuropatia periferica 36.4 13.8 7.3 1.6
Fatigue 12.1 1.5 7.5 1.3
Cardiaci 5.3 2.0 6.1 1.8
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10.3 SINGOLO versus DOPPIO ASCT

Come gia ricordato, secondo il disegno dello stufid pazienti arruolati in centri con
politica di doppio trapianto sono stati randomizzaticevere VMP (n=203), ASCT-1
(n=208) 0 ASCT-2 (n=207), (vedi grafico sottostante

Policy singolo ASCT
Randomizzazione 1:1

Policy doppio ASCT
Randomizzazione 1:1:1

VMP (294 pts) VMP (203 pts)

ASCT-1 (280 pts) ASCT-1 (208 pts)

ASCT-2 (207 pts)

La distribuzione delle principali caratteristich@agrafiche e di malattia basali e
risultata omogenea nei 415 pazienti sottoposapidnto autologo, (vedi tabella 11)
L’eta mediana era 58 anni per i pazienti nel b@é$CT-1 e 57 nel braccio ASCT-2.
Nessuna differenza significativa € emersa per quaguarda i principali parametri
laboratoristici e la percentuale di infiltrato pleescellulare midollare.

In entrambi i gruppi, uno stadio ISS Il era prasenel 19% dei casi, ed uno stadio R-
ISS 1I+Il nel 62%. Una lieve, non significativargvalenza di pazienti ad alto rischio

citogenetico e stata osservata per i pazienti go$tb a singolo rispetto a doppio
trapianto (HRcyto3 26% vs 22%; HRcyto5 55% vs 50%).

Tabella 11: Principali caratteristiche basali piezienti randomizzati ad ASCT-1 o0 ASCT-2

e st o -atm) | hsor2 =0

Eta mediana, anni (IQR) 58 (53 - 62) 57 (52 - 61)
Sesso M/F % 55/45 62/38
[B,-microglobulina (mg/L), mediana (IQR) 3.1(2.3-4.5) 3.3(2.3-4.7)
Albumina (g/dL), mediana (IQR) 3.9(3.3-4.3) 3.8(3.5-4.2)
Stadio ISS | - Il - lIl, % 45-36-19 43-38-19
Emoglobina (g/dL), mediana (IQR) 11.1 (9.8-12.4) 11.4 (101 - 12.9)
Piastrine (x 10%/L), mediana (IQR) 215 (167 - 272) 234 (178 - 284)
Creatinina (mg/dL), mediana (IQR) 0.87 (0.70 - 1.05) 0.88 (0.72 - 1.10)
Plasmacellule midollari, % (IQR) 50 (30 - 80) 54 (30 - 80)
LDH > valore massimo di riferimento, % 135 10.6
Stadio R-ISS | - Il - lll - nv, % 26-54-8-13 28-56-6-11
Analisi FISH centralizzata

- Alto rischio HR-cyto 3 43 (25.7) 38 (21.5)

- Alto rischio HR-cyto 5 93 (55.4) 90 (49.7)
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All'analisi per intenzione di trattamento, la PR8mata a 3 anni é risultata del 64% nel
gruppo ASCT-1 e del 72.5% nel gruppo ASCT-2 (HR%0.ZI=0.51-0.98; P=0.040),
con una riduzione del rischio relativo di progressi o morte del 30%, (figura 16).

1.00] St
z "7 R g, VY
g \
2. 0.50
% ASCT-2 | ASCT-1
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PFS a 3 anni, % 72.9 64 « ASCT-1
HR (95% Cl): 0.71 (0.51-0.98); p = 0.04 - ASCT2
0.00 1
0 12 24 36 48
Time
Number at risk
L; 208 173 135 84 25
@ =207 185 151 97 45
0 12 24 36 48
Time

Figura 16: PFS secondo randomizzazione (ASCT-1SGR2)

Anche in questo contesto, il prolungamento dell& RBrrelata al doppio trapianto si
conferma in sottopopolazioni predefinite a diversezhio prognostico; in particolare
pazienti in stadio R-ISS Il+lll (HR=0.64; CI=0.4390; P=0.034), con profilo
citogenetico HRcyto3 (HR=0.42; CI=0.21-0.84; p=0@ple HRcyto5 (HR=0.65;
Cl=0.42-1.01; p=0.059), di eta superiore a 55 §AR=0.64; CI=0.43-0.96; p=0.033) e
che abbiano ottenuto una rispostdGPR (HR=0.64; CI=0.44-0.94; p=0.023), (vedi
figura 17A).

Un’analisi piu approfondita dei pazienti portatati HRcyto3 evidenzia come la
randomizzazione ad ASCT-2 sia in grado non soloeskrcitare un piu duraturo
controllo di malattia rispetto ad ASCT-1, ma anchanitigare in generale I'impatto
prognostico negativo associato alle anomalie citeehe ad alto rischio. Se
confrontiamo infatti 'outcome dei pazienti relaimente al loro profilo citogenetico
basale, si osserva come la PFS sia sostanzialreewt@pponibile per pazienti a rischio
standard o alto che ricevono un doppio trapiantinésa 3 anni del 69% e del 76%,
rispettivamente, p=0.482), mentre permane una fgghva riduzione della

sopravvivenza libera da malattia nei pazienti &ol @chio trattati con singolo trapianto
rispetto ai pazienti a rischio standard (PFS 70%M%, p<0.001), (figura 18).
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VARIABLES HR 95% Cl p-value
AGE =55 = 088 [0483;1621] 0692
AGE > 55 —_— 064 [0.429;0.964] 00325
Female . -z 0.88 [0.501;1531] 06422
Male —— 06 [0.398;0917] 00178
HB =105 = 064 [0418;099]  0.0449
BM PC = 60 = 0.71 [0.438;1.155] 0.1681
Beta>35 3 062 [0.375:1.009] 0.0541
Betaz55 = 0.81 [0.413;1589]  0.5401
CICr = 40 —_— 068 [0.484:0967] 00315
High Riskcyto3 ¢ = ' 042 [0211;0839] 0014
Std Risk cyto 3 ' = 085 [0.537;1.338] 04786
High Risk cyto 5 r i + 065 [042;1016]  0.059
Std Risk cyto 5 = 0.87 [044;1734] 06985
RISS IHI —_— 064 [043;0966] 00336
| 1 I 1 |
025 035 050 071 18
ASCT-2 better  ASCT-1 better
VARIABLES HR 95% CI p-value
AGE <55 > 098 [0.405:2.364] 0.9623
AGE > 55 —_—— 037 [0.192:;0.726] 0.0037
Female = 028 [0.092;0.828] 0.0216
Male —— 062 [0.34;1122] 0.1138
HB =105 = 055 [028;107]  0.0781
BM PC = 60 = 04 [0.186;0.853] 0.0179
Beta > 3.5 i 029 [0.134;0623] 0.0015
Betaz55 . = 022 [0.073;0678] 0.0082
CICr = 40 —_— 049 [0.289:0838]  0.009
High Risk cyto 3 " = 048 [0.193:1.193] 0.1142
Std Risk cyto 3 : = 048 [0.22;1.048]  0.0653
High Risk cyto 5 —_— 052 [0275;0975] 0.0415
Std Risk cyto 5 » 075 [0.188;3.003] 0.6854
RISS IHI —_ 048 [0.272;0.856] 0.0127
[ I I | I I 1 |
0088 0177 0354 0707 2.00

ASCT-2 better

ASCT-1 better

Figura 17: Analisi univariata per sottogruppi: RR$, OS (B)
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Lo stesso esito si evidenzia per i pazienti contpda per del(17p): sovrapponibile
controllo di malattia per pazienti portatori o meahela delezione nel braccio ASCT-2
(p=0.354), persistente e significativa riduzioneP&S per i pazienti trattati nel gruppo
ASCT-1 (PFS 43% vs 67% in presenza e assenzaedidee, rispettivamente, p=0.01).
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Figura 18: PFS secondo alto o basso rischio cigtgennei due gruppi. ASCT-1 (A), ASCT-2 (B)

Per quanto riguarda la best response ottenutargo @b trattamento, non si registrano
differenze significative nel rate di risposte daajualita, si&z¢ VGPR (86% vs 85% per

ASCT-1 e ASCT-2, rispettivamente, p=0.766) che CIRI46% vs 47%, p=0.885), tra
I 2 gruppi di trattamento.
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Figura 19: Best response
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Secondo il modello multivariabile di Cox, la randarazione ad ASCT-2 (HR=0.66,
p=0.029), lo stadio R-ISS | vs lI+lll (HR=0.61, p£@2), il profilo citogenetico
SRcyto3 (HR=0.35, p<0.001) e I'ottenimento di uisposta di alta qualita (HR=0.28,
p<0.001), sono risultate le variabili significatied indipendenti predittive di prolungata
sopravvivenza libera da malattia.

Tabella 12: Analisi multivariata di Cox

Variabili con effetto su PFS m 95% Cl

Stadio revised-I1SS | (vs lI+l11) 0.61 0.37-0.98 0.042
Randomizzazione ad ASCT-2 0.66 0.45-0.96 0.029
Rischio citogenetico standard (3) 0.35 0.22-0.56 <0.001
Best response =2 VGPR 0.28 0.17 - 0.45 <0.001

L’'OS, stimata a 3 anni, € risultata significativartee superiore per pazienti
randomizzati a doppio rispetto a singolo trapia®9% vs 82% rispettivamente;
HR=0.52; CI=0.31-0.86; p=0.011); un beneficio chepare ancora una volta piu
evidente in sottogruppi di pazienti con carattesis prognosticamente sfavorevoli,
come stadio R-ISS II+lll (HR=0.48; CI=0.27-0.86;(8&13), plasmacellule midollari
>60% (HR=0.40; CI=0.19-0.85; p=0.018) e HRcyto5 (HB2; CI=0.28-0.98;

p=0.042), (vedi figura 17B + 20).
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Figura 20: OS secondo randomizzazione (ASCT-1 \G'R3)
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Relativamente al profilo di tossicita, 190 paziestno risultati valutabili nel braccio
ASCT-1 e 160 nel braccio ASCT-2. L'85% e il 91%pegtivamente dei pazienti ha
presentato almeno un evento avverso di gesBloOvviamente prevalente la tossicita
ematologica in relazione al regime di condizionatne&ubmieloablativo, senza tuttavia
differenze significative nelle percentuali di anamipiastrinopenia e neutropenia
registrate nei 2 gruppi di trattamento.

Le principali tossicita extraematologiche graey osservate nel 30% e 28 % circa dei
pazienti, sono state di tipo gastroenterico/mueosal infettivo (sia in termini di
neutropenia febbrile che di infezioni con isoladtterici specifici), con percentuali non
dissimili da quanto atteso e documentato in |etiieagper la stessa tipologia di pazienti.
La mortalita relata al trapianto (TRM) stimata & Iforni, & stata dell’1.4% nel braccio
ASCT-1 e dello 0.9% nel gruppo ASCT-2.

T ser Tasora.

Pazienti valutabili, n° 190 160
Totale eventi avversi di grado 2 3, n° 410 339
Almeno 1 evento avverso grado 2 3, % 85.3 91.3
- ematologico 84.2 86.9
- extra-ematologico 30.0 27.5
TRM (transplant-related-mortality), % 1.4 0.9
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Neutropenia
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Gl + mucosite

Neutropenia febbrile

Infezioni

l [mAscT4
Altro ﬂ | |[DASCT-2
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Figura 21: Analisi del profilo di tossicita
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10.3.1 ANALISI PER PROTOCOL

Al fine di valutare il reale impatto di un trapiantandem rispetto ad una singola
procedura, € stata condotta un’analEr protoco) in cui sono stati considerati
unicamente i pazienti che hanno effettivamentevtte in corso di trattamento un
singolo o un doppio trapianto. In entrambi i gryppimancata aderenza al programma
terapeutico e stata dovuta principalmente ad uunteifda parte del paziente, ad una
perdita di risposta al trattamento o ad un cambmmeelle condizioni cliniche del
paziente che lo ha reso non piu eleggibile allaptiarad alte dosi. Complessivamente, il
97% dei pazienti nel braccio ASCT-1 e I'80% nelgpa ASCT-2 ha rispettato ed
eseguito la terapia pianificata (vedi figura 22).

RANDOM

Ao

7 NO TRANSPLANT 7 NO TRAPIANTO
2 rifiuto del paziente 3 rifiuto del paziente
4 progressione 2 decisione medica
1 decesse 2 condizioni cliniche

ASCT-1 (201) ASCT-1 (200)

34 NO Il TRANPIANTO

13 rifiute del paziente
4 progressione/NR
2 decisione medica
2 condizioni cliniche
5 tossicita
1 insufficienti CD34+
7 altro

ASCT-2 (166)

Figura 22: Cause di mancata aderenza al prograenagaeiutico

Dall’analisi per protocol, con un tempo di ossefgae mediana per questo subset di
pazienti pari a 38 mesi (IQR 27.6-47.9), emergeedroontrollo di malattia esercitato
dal doppio trapianto rispetto al singolo sia ancpi@a evidente e marcato, con PFS
mediana non raggiunta per il gruppo ASCT-2 vs 48e3i per il braccio ASCT-1, con
stime al follow up mediano del 74.6% vs 64.3% ed ulteriore riduzione del rischio di
recidiva o morte (HR=0.64; CI=0.44-0.93; p=0.0184).

Allo stesso modo si conferma il vantaggio in terengh sopravvivenza globale per i
pazienti sottoposti ad ASCT-2, con OS stimata #b¥o up mediano del 90.6% vs
82.4% per chi ha ricevuto un singolo trapianto (I9R3; Cl=0.24-0.79); p=0.0065)
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Figura 23: Curve di PFS (A) e OS (B) nell’anapsir protocol

Sono stati poi selezionati unicamente i paziemdomizzati ad ASCT-2 per valutare
I'evoluzione della risposta tra primo e second@itrato. Su 165 pazienti valutabili, il
test di McNemar ha dimostrato I'impatto favorevdkd secondo trapianto sulla qualita

della risposta
almeno pari a

al trattamento, con un significatimoremento percentuale di risposte
VGPR (64% dopo il ASCT-1, 72% dopdCAL, p=0.017) e superiori

alla CR (13% vs 22%, p=0.002)

Risposta, % ASCT-1 | ASCT-2

ORR (2 PR) 89.8 91.6
ZCR 133 223 0.007
>VGPR 63.9 71.7 0.002
60-
50-
O ASCT-1
404 B ASCT-2
30-
20-
10+
0_
<PR PR VGPR CR SCR

Figura 24: Risposta post trapianto
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Complessivamente, circa il 70% dei pazienti ha evaunb stabile il livello di risposta
ottenuto con il primo trapianto, (che in un 10% dasi era gia una CR), un 5% ha
riportato una deflessione, mentre circa % dei péiziea migliorato la qualita della
risposta. In particolare, il 2° trapianto ha congerdi upgradare la categoria di risposta
in 39 pazienti, con netta riduzione di risposteditimali (SD e PR) a favore di un
incremento di remissione completa o stringente.

Stabile
61% BsCR
Upgrade acRr
BVGPR
EPR
oSD

Figura 25: Evoluzione della risposta tra ASCT-1RCA -2

10.4 CONSOLIDAMENTO (R2)

Per completezza, un accenno alla valutazione tteifa endpoint primario dello
studio, ovvero l'impatto sulla PFS della terapiacdinsolidamento con bortezomib-
lenalidomide-desametasone (VRD) seguita da mangeroncon lenalidomide versus
sola lenalidomide, condotta nello specifico dalpgmi Olandesg’.

903 pazienti sono risultati eleggibili per R2 e sostati randomizzati a ricevere
consolidamento (459) o nessun consolidamento (42d) un follow up mediano di
circa 25 mesi dalla R2, la PFS stimata a 3 anndel&5% per i pazienti trattati con
VRD vs 60% nel gruppo di controllo. La PFS aggitsstgper R1 e risultata
significativamente superiore nel braccio VRD (HRA).CI=0.61-1.00; p=0.045). Tale
vantaggio € stato osservato per pazienti a riscitmgenetico standard (HR=0.68;
p=0.03) ma non in pazienti portatori di anomali¢ogenetiche ad alto rischio
(HR=1.03; p=0.91). Nessuna differenza per quamfoarida I'OS, risultata dell'87% a 3
anni per entrambi i gruppi. La tossicita osseniat@orso di consolidamento e stata
limitata, prevalentemente di tipo ematologico (2dgrado> 3).
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11. DISCUSSIONE

Negli ultimi anni, la miglior conoscenza della pg¢oesi della malattia e
I'identificazione di nuovi farmaci hanno portato ada significativa evoluzione del
paradigma terapeutico del mieloma multiplo: da uppraccio basato sulla
chemioterapia convenzionale (e quindi su un’azioretossica aspecifica contro il
clone neoplastico) ad un’era di terapia mirata, cin nuove molecole e loro
combinazioni bersagliano specifici meccanismi diescita e sopravvivenza
plasmacellularg® 3%

Tra i nuovi farmaci entrati a far parte stabilmerdella pratica clinica, agenti
immunomodulatori ed inibitori del proteasoma, vailimente associati tra loro o in
combinazione con chemioterapici convenzionali, leardrasticamente migliorato
I'outcome clinico dei pazienti, sia all'esordio chelle fasi piu avanzate di malattia, ed
indipendentemente dall’eta, consentendo di ottersgeadi risposte di alta qualita senza
precedenti ed un significativo prolungamento dstipravvivenzg? 300 339-340

Questi brillanti risultati hanno portato alcuni gpi di studio a mettere in discussione il
ruolo al giorno d’'oggi ed il corretto timing delpianto autologo di cellule staminali
emopoietiche (ASCT), procedura che, pur gravatauda significativa tossicita,
rappresenta da oltre 20 anni $tandard of careper pazienti giovani all’esordio di
malattia. In particolare il quesito € se ASCT inggito upfront rimanga I'approccio
migliore 0 se invece non possa rivelarsi piu effecde meno tossico) adottare una
strategia terapeutica basata su nuovi farmaci,asehemioterapia ad alte dosi, con la
possibilita di proporre il trapianto come terapiagalvataggio al momento della ricaduta
di malattia.

| primi dati a tal proposito emergono da uno studiesdomizzato di fase Il di Palumbo
e colleghi, che ha confrontato prospetticamente2 &1 pazienti all’esordio, I'efficacia
di un consolidamento con melphalan a basse dosiinmone e lenalidomide (MPR)
versuschemioterapia ad alte dosi ed ASCT, somministadapo terapia comune di
induzione con lenalidomide-desametasone (Rd). segho dello studio prevedeva
inoltre una ulteriore randomizzazione a riceverme@no una terapia di mantenimento
con sola lenalidomide. Con un follow up medianoesigrze a 50 mesi, lo studio ha
dimostrato un significativo vantaggio associato A8CT rispetto ad MPR, sia in
termini di PFS (43 vs 22 mesi; HR=0.44, p<0.01k dhOS (stimata a 4 anni dell’82%
vs 65%; HR=0.55, p=0.0%¥. Da considerare come lo schema MPR abbia fatto
registrare un alto rate di tossicita ematologiaca, §& significativamente ridotta rispetto
al braccio ASCT (neutropenia grado 3-4: 52% vs 94%)

Un secondo studio dello stesso gruppo di ricercgpdiavalutato, sempre in pazienti
all'esordio, un consolidamento (post terapia diumidne secondo schema Rd) con
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ASCT contrapposto al regime CRD (ciclofosfamidealedomide-desametasone),
dimostrando ancora una volta la superiorita dgpi@rsto nell’esercitare un duraturo
controllo di malattia (PFS 43 vs 29 mesi, p<0.08Xjel prolungare la sopravvivenza a
lungo termine (OS a 4 anni dell’'86% vs 73% perédeio CRD; p=0.004f"

Da sottolineare come, sebbene gli studi sopracttaiostrino un miglior outcome
associato ad ASCT, in entrambi una quota rilevanfeazienti non abbia terminato la
terapia di induzione, probabilmente anche perliazio di un regime subottimale.
Esistono infatti numerose evidenze in letteratusaugporto di schemi di induzione a 3
farmaci e comprensivi di inibitori del proteasonrayirtu della loro provata efficacia
nellindurre precocemente risposte di alta quaiispetto ad altre combinazidht 2>
267

Piu recentemente sono stati condotti, quasi in esopbranea, 2 diversi trials
multicentrici di fase Il che hanno valutato il taadel trapianto autologo upfront nel
contesto di un programma di induzione ed intereiicne/consolidamento bortezomib-
based: il primo condotto dall'Intergroupe Francophalu Myelome (IFM2009?) ed il
secondo disegnato dell’European Myeloma Network KBRVHO95, oggetto del
presente elaborato).

Lo studio del gruppo francese ha arruolato complassente 700 pazienti, sottoposti a
terapia di induzione con 3 cicli secondo schema V@Brtezomib-lenalidomide-
desametasone), seguita da una randomizzazionpporta 1:1 tra consolidamento con
solo VRD (per ulteriori 5 cicli) o ASCT con 2 cididdizionali di VRD. Tutti i pazienti
ricevevano poi mantenimento con lenalidomide a éakssi per un annd. risultati
dello studio, recentemente pubblicati, hanno ev@ga un significativo prolungamento
della PFS (endpoint primario del trial) per i patieandomizzati ad ASCT rispetto a
solo VRD (50 vs 36 mesi; HR=0.65, 95%CI=0.53-0.p€0.001). Anche la qualita
della risposta si € dimostrata significativamentgliore nei pazienti sottoposti ad
ASCT, con un rate di CR post consolidamento del ¥3%8% nel gruppo trattato solo
con nuovi farmaci (p=0.03); un vantaggio che sioafermato anche in termini di
valutazione della malattia minima residua, con A2965% di pazienti MRD-negativi
in citofluorimetria nei due gruppi, rispettivamen{p<0.001). Nessuna differenza
significativa & invece emersa per quanto riguai@d8,| stimata dell’80% circa a 4 anni;
mentre una maggior sopravvivenza e stata dimogp@tgazienti che hanno ottenuto
una MRD-negativita rispetto a presenza di malattemcora detectabile,
indipendentemente dal trattamento ricevuto (HR ,0034.001). La randomizzazione ad
ASCT e risultata associata ad una percentuale isupeli eventi avversi di grado 3-4 di
tipo ematologico, gastrointestinale ed infettivater sostanzialmente sovrapponibile tra i
2 gruppi invece per gquanto riguarda incidenza duroyatia periferica, seconde
neoplasie e morti legate al trattaméftto
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Analogamente al trial francese, I'endpoint primated protocollo EMNO2/HO95 era il
confronto in PFS tra ASCT (singolo o tandem a sdaatella policy dei diversi centri)
ed una intensificazione con nuovi farmaci, in qoesaso bortezomib associato a
prednisone e chemioterapia a dosi standard (schéMB) somministrati dopo
induzione con bortezomib-ciclofosfamide-desametas@rCD), con la differenza di
una popolazione in studio considerevolmente superiiu di 1500 pazienti arruolati
complessivamente — una delle piu ampie casistigitate sinora nell’ambito degli
studi accademici prospettici condotti in questaisgtdi pazienti.

Con un follow up mediano di circa 38 mesi, la sel@analisi ad interim dello studio,
qui riportata in dettaglio, ha dimostrato comedadomizzazione ad ASCT correli con
una significativa riduzione della probabilita dicidiva di malattia, con PFS mediana
non raggiunta e stimata a 3 anni del 64% per igpdizsottoposti a trapianto rispetto a
44 mesi (0 57%) per il gruppo VMP (HR=0.76; 95%CB&0.90; p=0.002). Tale
vantaggio e stato osservato indipendentementeaa sesso dei pazienti, dal profilo
citogenetico basale (standard o ad alto rischim,vailutato sulla positivita in analisi
FISH per dell7 e/o traslocazioni sfavorevoli a @ardel cromosoma 14, o su un
modello comprensivo anche delle anomalie del cramasl), e dalla presenza di altri
parametri con noto impatto sulla prognosi, come siadio ISS e R-ISS, elevati livelli
di LDH, infiltrato midollare plasmacellulare massjv bassa concentrazione
emoglobinica.

La probabilita di ottenere una risposta di altali¢guee risultata significativamente
superiore per il gruppo ASCT rispetto a VMP, cosime il rate di MRD-negativita
valutata con citofluorimetria di ultima generazianeun sottogruppo di pazienti (64%
vs 36%7*,

L’analisi multivariata secondo modello di Cox hanfeymato la randomizzazione ad
ASCT come fattore prognostico indipendente preditti prolungata PFS, assieme alla
presenza al baseline di un profilo citogeneticasahio standard, basso stadio R-ISS,
buoni livelli di emoglobina, ed ottenimento in cordi terapia di una risposta di alta
qualita.

La sopravvivenza globale e risultata del tutto apponibile tra i due gruppi di
trattamento, mentre un vantaggio significativo atestosservato in sottogruppi di
pazienti ad alto rischio per profilo citogenetién particolare positivita per delezione
del 17) ed alto stadio R-ISS sottoposti ad ASCT.

Come atteso (e riportato in altri studi), il profidli sicurezza é risultato non omogeneo
tra i due trattamenti, con una superiore incidedzaossicita ematologica severa,
mucosite ed infezioni legate al regime di condiaimento submieloablativo nel braccio
ASCT rispetto a VMP, che non ha comunque inficegmificativamente I'outcome dei
pazienti (TRM pari all'1%).
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Una delle possibili criticita del nostro studio pessere rappresentata dall’utilizzo di un
regime di induzione non ottimale, se consideriarhe @ combinazione bortezomib-
IMiDs si & dimostrata superiore a VCD in terminiquialitd della risposta ottenaf&?"?

e che la profondita della risposta (soprattuttoraggiunta precocemente) influenza
significativamente la durata della remissitne™" *** Ciononostante, il basso rate di
remissioni osservate post induzione ed in gendaateinor probabilita di raggiungere
una risposta di alta qualita nel braccio VMP nonirhpedito di ottenere comunque un
ottimo controllo di malattia, con una mediana di SPFper questi pazienti
inaspettatamente elevata, se rapportata a quaeserde in letteratura e a quanto
dimostrato con VRD nello studio francese IFM2009.

| dati sinora emersi dal trial EMNO2 indicano coihérapianto upfront si confermi
come strategia terapeutica ottimale per pazieotrani all’esordio di malattia; si tratta
in ogni caso di un’analisi preliminare: un folloy piu maturo € necessario per validare
tali risultati, registrare I'incidenza di eventualifetti collaterali a lungo termine legati
alla chemioterapia ad alte dosi, e valutare I'inpatklle terapie di salvataggio adottate
nei due gruppi di trattamento sulla sopravvivenpdae.

Allo stesso tempo occorre considerare che, dal maneell'ideazione del protocollo, i
miglioramenti in ambito terapeutico sono stati replici e rapidi, con lo sviluppo di
una serie di nuove molecole, come PI di secondargeione ed anticorpi monoclonali,
che sono state ufficialmente approvate dagli eegolatori nel setting del mieloma
ricaduto-refrattario e che stanno gia dimostranda notevole, seppur preliminare,
efficacia in prima linea, integrate o meno in urogramma trapiantologico. La
prospettiva di poter implementare a breve le opzenapeutiche per i pazienti in prima
linea, portera sicuramente al tentativo di defigineora una volta il ruolo del trapianto
autologo in un’era di “nuovi” nuovi farmaci. Alcusitudi a tal proposito sono gia in
Corso.

Tra gli obiettivi secondari del protocollo EMNO2eca anche il confronto prospettico in
termini di efficacia, tossicita e fattori prognastipredittivi di outcome tra singolo

(ASCT-1) e doppio trapianto autologo (ASCT-2) pazignti arruolati in centri con una
policy di tandem-ASCT. Questo allo scopo di deénin un’era di grandi cambiamenti,
I'appropriatezza e I'indicazione di un doppio ti@amio: se procedura standard per tutti
soggetti giovani con malattia all’esordio o riséevaolo a determinate categorie di
pazienti.

Il ruolo di un doppio ASCT é stato oggetto di diliatgia in era pre-nuovi farmaci. |

numerosi studi prospettici randomizzati ideati lapi@posito a partire dagli anni ‘90

hanno tuttavia prodotto risultati contrastanti, lsate in alcuni di essi sia emerso un
vantaggio significativo in termini di PFS e OS @&bato al doppio trapianto. Alcune

sottoanalisi hanno riportato come il beneficio ®gsarticolarmente evidente in pazienti
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che fallivano il raggiungimento di una rispostaatia qualita dopo il primo trapiarfts"
247, 345'

Nell’era dei nuovi farmaci la letteratura dispofeétsu questa tematica € meno corposa.
Alcuni dati preliminari relativi all'impiego upfrandel doppio autologo emergono da
una recente analisi integrata dei 4 principalilgrieuropei di fase Il che negli ultimi
anni hanno indagato, e confrontato prospetticameeggmi di induzione comprensivi o
meno di bortezomib per pazienti con mieloma allfdsncandidati a chemioterapia ad
alte dosi. Nella coorte di pazienti trattati contbaomib e sottoposti ad ASCT (singolo
o0 doppio a seconda del disegno di ciascuno stullamalisi ha evidenziato come il
doppio autologo conferisca il massimo beneficideinmini di prolungamento di PFS e
OS nei pazienti portatori di anomalie citogenetisfeasorevoli, come t(4;14) e del(17p),
e che non ottengono una remissione completa pagigedi induzion&®,

Il trial StaMINA rappresenta I'unico studio prosped di fase Il volto a confrontare, in
pazienti sottoposti ad ASCT dopo induzione con mdasmaci e che ricevevano un
mantenimento con lenalidomide, un consolidamentowobsecondo trapianto autologo,
vs terapia con VRD, vs solo mantenimento. L'angdrgliminare del protocollo non ha
evidenziato differenze significative in termini &8FS, né di OS, tra i 3 gruppi di
randomizzazione, indipendentemente inoltre dallasgmza o meno di anomalie
citogenetiche sfavorevoli al baseline. Tali osseiwa hanno portato gli autori a
concludere che una intensificazione terapeutica aamppio ASCT, o con terapia di
consolidamento comprensiva di nuovi farmaci, nopoag alcun beneficio rispetto ad
un trattamento con singolo trapianto autologo eterdmento con lenalidomid¥.

Il nostro studio ha invece dimostrato, su una tasisli pazienti numericamente molto
simile, che la randomizzazione ad ASCT-2 correlgnificativamente con una
prolungata PFS rispetto al singolo trapianto (72.8%83 anni vs 64%; HR=0.70;
Cl=0.50-0.98; P=0.040), e che tale vantaggio appzagicolarmente evidente in
sottogruppi di pazienti a diverso rischio prognustper presenza di profilo citogenetico
basale sfavorevole o alto stadio R-ISS. In pami@l I'esecuzione di un doppio
trapianto sembra mitigare I'impatto prognostico ateg conferito dalla positivita per
del(17p): le stime di PFS sono del tutto sovrapipitinber pazienti portatori 0 meno
della delezione nel braccio ASCT-2 (p=0.354), menlrcontrollo di malattia appare
significativamente meno duraturo per i pazientitatacon ASCT-1 (PFS 43% vs 67%
in presenza e assenza di delezione, rispettivamdhteeneficio clinico conferito da
ASCT-2 si traduce anche in un significativo prolamgnto della sopravvivenza a lungo
termine, con OS stimata a 3 anni dell'89% vs 82%gmappo ASCT-1 (HR=0.52,
Cl1=0.31-0.86, p=0.011), confermato ancora una vattehe per pazienti ad alto rischio
prognostico.

L’esecuzione di 2 linee sequenziali di chemioteaagu alte dosi non dimostra un effetto
additivo sull'incidenza di eventi avversi di gra@e4 e soprattutto non si associa ad
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un’aumentato rischio di mortalita legato alla pwe (TRM dell’1% circa in entrambi

i gruppi di trattamento).

Ovviamente non e semplice riuscire ad identifidareagioni sottese ad un cosi diverso
esito dei 2 trial sopracitati. Molto probabilmenggcano un ruolo importante le
differenze nel disegno degli studi, come ad esenijmapiego di una terapia di
induzione comune per tutti i pazienti e con un norfesso di cicli nel trial EMNO2,
molto eterogenea invece, sia per tipo e numerardidci associati che per durata (sino
a 12 mesi), per StaMINA; oppure la possibilitaidevere nel nostro studio in un 50%
dei casi una ulteriore terapia di consolidamentst #&SCT sulla base di una seconda
randomizzazione. Sicuramente un peso di rilieveste anche la diversa aderenza ai
trattamenti pianificati nel protocollo: oltre '80%ei pazienti randomizzati ad ASCT-2
nel trial EMN ha effettivamente ricevuto un dopprapianto vs il 68% nello studio
americand"’.

In conclusione la chemioterapia ad alte dosi capiénto autologo di cellule staminali
si associa ad un piu duraturo controllo di malated un miglior rate di risposte di alta
qualita rispetto ad una intensificazione con ndakmaci. Il vantaggio in termini di PFS
si conferma in analisi multivariata ed in sottogrudi pazienti sia a basso che ad alto
rischio prognostico. Il trapianto autologo upfrarmintinua ad essere, al momento, il
gold standard terapeutico per il paziente giovamernalattia all’esordio.

In tale contesto, I'esecuzione di un doppio tragmaautologo € in grado di conferire un
significativo prolungamento sia di PFS che di O&ddicio che appare particolarmente
evidente in pazienti con caratteristiche basalionamente predittive di cattiva
prognosi, come stadio R-ISS elevato e presenzaaihalie citogenetiche sfavorevoli.
Tali dati preliminari necessitano di essere conédrra validati con un piu prolungato
periodo di osservazione.
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