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Abstract della tesi di dottorato

Ruxolitinib, il primo inibitore di tirosino-chinasi JAK1/JAK2 disponibile in commercio, €
stato approvato per il trattamento dei pazienti affetti da Mielofibrosi a rischio IPSS
intermedio-1/intermedio-2/alto e con splenomegalia sintomatica, in considerazione dei
risultati di due grandi studi registrativi (gli studi COMFORT) che ne hanno documentato
I’efficacia su splenomegalia (nel 40-50% dei casi) e sintomi sistemici (in oltre 1’80% det
pazienti), con probabile miglioramento della sopravvivenza. Tali studi tuttavia non hanno
valutato in dettaglio 1I’impatto delle comorbidita e del BMI. Dal momento che 1’eta mediana
di insorgenza della mielofibrosi € di circa 70 anni, molti pazienti che vengono avviati a terapia
con ruxolitinib nella “real-life” presentano numerose comorbidita. Ad 0ggi, non sono
disponibili dati sul trattamento con ruxolitinib in questa categoria di pazienti. In particolare,
non € noto se questo subset di pazienti presenti un differente outcome o differenti profili di
tossicita rispetto ai pazienti piu giovani. L’obiettivo della ricerca ¢ stato pertanto quello di
analizzare in una ampia casistica di pazienti affetti da MF trattati con ruxolitinib I’impatto
delle comorbidita e del BMI su risposte e sul profilo di tossicita in corso di trattamento con
ruxolitinib.

Abbiamo pertanto raccolto una coorte di 402 pazienti affetti da Mielofibrosi trattati
con ruxolitinib in 23 centri ematologici europei. L’eta mediana della coorte era 64 anni (range,
39-89), con prevalenza del sesso maschile (52.4%). In tutto 198 pazienti (49.2%) non avevano
comorbidita, 128 (31.8%) avevano un CCI di 1-2 e 76 pazienti (40.7%) avevano un CCI
maggiore o uguale a 3. Le piu comuni comorbidita erano rappresentate da malattia vascolare
periferica (14%), precedente tumore (13.5%), diabete (10%) e epatopatia (9.6%). Secondo il
BMI, il 3.2% dei pazienti era sottopeso (BMI <18.5), il 59.2% era normopeso (BMI 18.5-25),
il 32.4% era sovrappeso (BMI 25-30) e il 5.2% era obeso (BMI >30).

Per quanto riguarda I’efficacia del trattamento, un CCI superiore o uguale a 3 non
comportava una minore risposta in termini di riduzione della splenomegalia, (p=0.68) o dei
sintomi (p=0.11). Tuttavia, i pazienti con comorbidita presentavano piu frequentemente
anemia durante il trattamento (p=0.03). Il BMI non si associava a differenze statisticamente
significative in termini di risposte su milza (p=0.57) e sintomi (p=0.49) o di tossicita (p=0.95).
La presenza di comorbidita e il sottopeso (BMI <21.9), correlavano invece significativamente

con una ridotta sopravvivenza (p<0.001 e p=0.02, rispettivamente). L’ottenimento della



risposta sulla splenomegalia a 6 mesi sembrava annullare il significato prognosticamente
sfavorevole delle comorbidita sull’outcome.

In conclusione, nei pazienti affetti da Mielofibrosi trattati con ruxolitinib, il BMI e il
CCI, non influenzavano I’ottenimento di risposte cliniche su splenomegalia e sintomi
costituzionali; tuttavia, contribuivano a identificare un gruppo di pazienti che necessita di un

pil attento monitoraggio.
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1.1 INTRODUZIONE

La Mielofibrosi (MF) e una patologia appartenente al gruppo delle neoplasie
mieloproliferative croniche Philadelphia-negative, che include anche la
Policitemia Vera (PV) e la Trombocitemia Essenziale (TE).! Essa pu0 insorgere
de novo e viene pertanto definita Primaria (PMF), ovvero essere evoluzione di
una precedente Policitemia Vera (MF post-PV) o di una Trombocitemia
Essenziale (MF post-TE).?

Venne descritta per la prima volta dal chirurgo tedesco Gustav Heuck nel 1879,
in due giovani pazienti con imponente splenomegalia, presenza di eritrociti
nucleati e incremento dei globuli bianchi con morfologia atipica.®

Heuck fu il primo che evidenzio la differenza rispetto alla Leucemia Mieloide
Cronica, da cui la MF si distingueva per la presenza di fibrosi midollare ed
ematopoiesi extramidollare.

Fu Dameshek, nel 1951, a definire il concetto di Malattie Mieloproliferative
(MPDs), che includevano Leucemia Mieloide Cronica (LMC), Trombocitemia
Essenziale (TE), Policitemia Vera (PV), Mielofibrosi Primaria (MF) e Leucemia
Eritroblastica.* Col passare degli anni la Leucemia Eritroblastica fu ridefinita
Leucemia Acuta Eritroblastica, lasciando cosi il gruppo delle MPDs.®

Nel 2001 dapprima,® poi nel 2008' e piu recentemente nel 2016,’
I’organizzazione mondiale della sanita ha effettuato una ampia riorganizzazione
delle patologie mieloide, ricollocando la classica famiglia delle MPDs al piu
ampio concetto di Neoplasie Mieloproliferative Croniche (MPNs), sottolineando
la natura neoplastica di tali patologie anche alla luce delle nuove acquisizioni
cliniche e nel campo della biologia molecolare.® Esse includono anche la
Leucemia Mieloide Cronica BCR-ABL positiva (CML), la Leucemia Cronica
Neutrofila (CNL), la Leucemia Cronica Eosinofila non altrimenti specificata
(CEL-NOS) e le MPN inclassificabili. (Tabella 1)



Neoplasie mieloproliferative (MPNS)

Leucemia Mieloide Cronica, BCR-ABL—positiva

Leucemia Neutrofilica Cronica

Policitemia Vera

Mielofibrosi Primaria

Mielofibrosi primaria, in stadio precoce/prefibrotica

Mielofibrosi primaria, in stadio fibrotico

Trombocitemia Essenziale

Leucemia eosinofilica cronica, non altrimenti specificata

Neoplasie mieloproliferative non classificabili

Tabella 1. Classificazione delle neoplasie mieloproliferative croniche
(WHO02016)’

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Dodici sono gli studi disponibili che hanno riportato 1’incidenza cruda della
Mielofibrosi Primaria. Otto sono stati eseguiti in Europa,®*® 2 nel Nord
Americal”18 e 2 in Oceania-Asia.®?°

L’incidenza cruda annua varia dallo 0,22 a 0,99 casi per 100.000 abitanti, con
una incidenza complessiva di 0,47 casi per 100.000 abitanti all’anno.?
L’incidenza annuale nei maschi e lievemente superiore che nelle femmine (0,59
contro 0,30 p=0.05). Due ulteriori studi riportano la prevalenza della
Mielofibrosi primaria in 1.76 pazienti per 100.000 abitanti® e 4.05 per 100.000
abitanti.??

Sembra esserci una piu alta incidenza di PMF in persone di origine ebraica in

particolare ashkenazita.




Non ¢ tuttavia possibile valutare in maniera precisa I’incidenza dopo il 2005,
essendo disponibile un solo studio. Inoltre non sono presenti dati in letteratura
riguardanti la prevalenza e I’incidenza di mielofibrosi secondarie a TE o PV.

La Mielofibrosi ¢ una patologia dell’adulto-anziano; sulla base di un ampio
numero di pazienti seguiti presso la Mayo Clinic, I’eta media alla diagnosi era di
circa 67 anni, con un rapporto maschi-femmine di 1,6. Nella stessa coorte di
pazienti il 2, il 9 e il 29% dei pazienti era diagnosticato prima dei 30, 40, e 50
anni, rispettivamente.?® Allo stesso modo, in altri due grandi serie di pazienti
affetti da PMF, per un totale di 323 casi, solo 9 pazienti (2,8%) avevano un’eta
inferiore a 30 anni.?*?® La PMF & ancora piu rara in eta pediatrica.?® Esiste poi
una predisposizione genetica, dato suggerito dalla ricorrenza di malattie
mieloproliferative all’interno della stessa famiglia.?’ Tale osservazione clinica ha
trovato conferme biologiche nella documentazione di una incrementata
incidenza di malattie mieloproliferative croniche con mutazione di JAK2 in
soggetti portatori di un particolare aplotipo di JAK2, definito come “46/1” o
“GGCC”.?® Tale aplotipo risulta presente nel 24% della popolazione europea e
induce un rischio aumentato di circa 3-4 volte di sviluppare una malattia
mieloproliferativa cronica.

Per quanto riguarda 1’associazione di fattori ambientali con la MF, ad oggi, non
vi sono risultati conclusivi, anche se non state suggerite correlazioni con il

benzene e altri solventi industriali.?®-3!

1.3 PATOGENESI

La MF é una malattia clonale della cellula staminale emopoietica. Alterazioni a
carico dei megacariociti sembrano giocare un ruolo patogenetico primario nella

genesi della fibrosi. Si osserva infatti una proliferazione clonale di megacariociti



con evidenti atipie morfologiche e reazione stromale a livello midollare con

fibrosi reattiva.3233

La MF e caratterizzata da:

clonalita dell'emopoiesi: la presenza degli stessi marcatori di clonalita
sulle cellule di tutte e tre le linee emopoietiche (eritroide, granulocitaria e
megacariocitaria) dimostra I'origine clonale della malattia nei pazienti con
MF

fibrosi midollare reattiva: nella MF il midollo presenta un'elevata
proliferazione fibroblastica con aumentata produzione di fibre collagene e
conseguente fibrosi midollare. Poiché i fibroblasti non sono clonali, si
tratta di un processo reattivo secondario alla secrezione di varie citochine
(PDGF, TGFB, VEGF, bFGF) da parte delle cellule del clone neoplastico,
in particolare da parte dei megacariociti e dei monociti. Alcune di queste
citochine (VEGF, bFGF) sono responsabili anche di aumentata
neoangiogenesi midollare.

emopoiesi extramidollare: nella MF si verifica il fenomeno della
egressione di cellule staminali/progenitori emopoietici dal midollo nel
sangue periferico e la colonizzazione di sedi extramidollari (metaplasia
mieloide). Gli organi piu spesso sede di questa emopoiesi extramidollare
sono la milza ed il fegato. Il coinvolgimento epatosplenico e responsabile
dell'epatosplenomegalia. In casi piu rari & possibile l'interessamento di
altri organi o tessuti, quali i tessuti paravertebrali, i linfonodi, il polmone,
le sierose, I'apparato genitourinario (metaplasia mieloide non

epatosplenica).

La patogenesi inflammatoria

La MF ¢é tipicamente caratterizzata da un elevato livello di citochine

proinfiammatorie, sia a livello midollare che sistemico. Varie citochine pro-



inflammatorie quali TNF-alpha, IL-6, IL-8 sono elevate nel siero di pazienti
affetti da MF. E stato inoltre dimostrato che I'lL-8, I’'TL-12, 1’IL-15 e il recettore
per IL-2 (IL-2R) sono degli indicatori prognostici di minor sopravvivenza e di
trasformazione leucemica. In particolare, IL-8 puo contribuire allo sviluppo del
microambiente tumorale attraverso il suo ruolo importante nell'angiogenesi e
nella proliferazione delle cellule endoteliali. Un recente lavoro di Skov et al.,
basato sullo studio del profilo di espressione genica su sangue intero in pazienti
con MF, ha dimostrato 1’up-regolazione di geni coinvolti nella inflammazione e
nell'immunita; tra cui VEGF, HGF, G-CSF. In particolare, elevati livelli di
fattore di crescita come PDGF, FGFB e VEGF sono stati implicati nella fibrosi
e nell'angiogenesi.*

Inoltre, il TNF-alpha, una citochina nota per essere associata con l'evoluzione
clonale e la selezione delle cellule staminali preleucemiche nell'anemia di
Fanconi, & anche associata all'espansione clonale nella MF e quindi alla
splenomegalia. Molte altre citochine, tra cui il fattore di crescita degli epatociti
(HGF), MIG e IL-1RA sono state associate a marcata splenomegalia.

| sintomi frequenti, riportati dai pazienti con MF, come sudorazione notturna e
prurito, sono causati dai livelli elevati di citochine, e piu in particolare, I'aumento
dei livelli di IL-8 é stato associato a gravi sintomi costituzionalli.

In seguito a studi in vitro e nel modello animale é stato ipotizzato che le
citochine, ed in particolare I’inflammazione cronica, svolgano un ruolo
importante nell'iniziazione e progressione della malattia. E stato infatti ipotizzato
che l'inflammazione cronica possa promuovere I’instabilita genetica e quindi la
formazione di mutazioni. Oltre a contribuire a sintomi MF-correlati, si pensa che
I'inflammazione cronica e i livelli eccessivi di citochine proinfiammatorie
possano contribuire a selezionare cloni maligni e quindi favorire la progressione
della malattia verso una evoluzione leucemica.

A riprova di cio, malattie infiammatorie pregresse, come il morbo di Crohn o

malattie autoimmuni, sono associate ad un significativo aumento del rischio di



sviluppare una MF. Inoltre, i pazienti con MF hanno un rischio elevato di

sviluppare tumori secondari.

La patogenesi molecolare

Anomalie cromosomiche non casuali, come 9p, 20g-, 13g-, la trisomia 8 0 9, 0
parziale trisomia dell’1q sono reperti comuni, ma nessuna di queste anomalie &
specifica della mielofibrosi.>>38

A partire dal 2005, tuttavia, grazie alle potenzialita offerte dalle nuove
tecnologie di analisi ‘genome-wide’, sono state individuate in rapida successione
numerose mutazioni geniche, che come i tasselli di un puzzle, hanno permesso di
delineare un quadro molto dettagliato, anche se non ancora completo, delle
alterazioni alla base della patogenesi delle malattie mieloproliferative croniche
Philadelphia negative. L’anno che rappresenta la pietra miliare per lo studio
molecolare di queste patologie € il 2005, quando, 4 gruppi di ricercatori
indipendenti, individuarono la presenza di una mutazione puntiforme (V617F) a
carico del gene JAK2.3%% || gene JAK2, localizzato sul braccio corto del
cromosoma 9, codifica per una tirosin-chinasi che riveste un ruolo centrale nella
trasduzione dei segnali indotti dai fattori di crescita emopoietici. La proteina
Jak?2 si trova associata, in forma inattiva, alla porzione intra-citoplasmatica dei
recettori per le citochine di tipo | (eritropoietina, trombopoietina, G-CSF, GM-
CSF, interleuchina-3). La stimolazione di questi recettori da parte dei rispettivi
ligandi determina la dimerizzazione e la conseguente trans-fosforilazione di Jak2
(figura 1); Jak2, cosi attivato, innesca a sua volta una cascata di eventi
fosforilativi a carico di diverse molecole citoplasmatiche, tra cui le proteine della
famiglia di fattori di trascrizione STAT3/5 (Signal Transducers and Activators of
Transcription) e le protein-chinasi MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases) e
PI3K (Phosphatidyl-inositole 3 kinase). L’attivazione di questi percorsi sfocia
nella stimolazione della proliferazione, del differenziamento e della

sopravvivenza cellulare (figura 2). 43
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Figura 2. Il pathway di JAK/STAT.*

JAK2 V617F
JAK?2 exon 12

La proteina Jak2 mutata viene inattivata in minor misura e quindi trasduce piu
efficientemente il segnale indotto dal legame dei fattori di crescita ai loro

specifici recettori, con un maggior grado di proliferazione e differenziamento ed
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una minor apoptosi delle cellule emopoietiche.*4 La mutazione insorge
spontaneamente in una cellula staminale emopoietica pluripotente, ma si
manifesta solo nella progenie mieloide (linea eritroide, linea granulocitaria-
macrofagica, linea megacariocitaria) perché i recettori per 1’eritropoietina, la
trombopoietina ecc. sono espressi solo sulle cellule mieloidi. La mutazione
V617F del gene JAK2 si pud osservare sia allo stato eterozigote (un solo allele e
portatore della mutazione) che allo stato omozigote (entrambi gli alleli sono
portatori della mutazione). Quest’ultimo evento si origina in seguito a perdita di
eterozigosi (LOH, Loss of Heterozigosity) della regione cromosomica 9p (un
frammento cromosomico viene perso e sostituito da una copia del cromosoma
omologo in seguito a ricombinazione mitotica).*! Le cellule omozigoti per la
mutazione acquistano un ulteriore vantaggio proliferativo sia rispetto alle cellule
eterozigoti sia rispetto alle cellule wild-type. Nel complesso, mutazioni di JAK2
sono osservabili nel 96% dei pazienti con PV e nel 60% circa dei pazienti con
TE e MF.

Nel 2006, in pazienti con MF e TE negativi per mutazioni del gene JAK2, sono
state individuate mutazioni ‘gain-of-function’ (attivanti) a carico del gene MPL,
che codifica per un altro componente chiave del pathway di Jak2: il recettore per
la trombopoietina.*” Le mutazioni interessano essenzialmente il codone 515
(W515L, W515K) e, piu raramente, il codone 505 (S505N). Pazienti con
mutazioni di MPL (che rappresentano circa il 3-10% dei casi di ET e MF) hanno
generalmente livelli emoglobinici piu bassi; nell’ambito delle TE, mutazioni del
gene MPL sono state inoltre associate ad una piu elevata conta piastrinica,
ridotta cellularita midollare e ridotta eritropoiesi, rispetto ai casi positivi per
mutazioni di JAK2. Il pathway chiave di Jak-Stat puo, in casi piu rari, risultare
upregolato per mutazioni “loss-of-function” (inattivanti) a carico dei geni LNK
(che codifica per un regolatore negativo di JAK2 e MPL)* e CBL (che codifica
per una proteina ad attivita ubiquitin-ligasica, responsabile della degradazione di

Jak, Mpl ed altri recettori tirosin-chinasici).*°
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La ricerca di alterazioni a carico di altri geni coinvolti nel signaling citochinico,
nel 40% circa di quei pazienti che risultano negativi per tutte le suddette
mutazioni, € rimasta infruttuosa fino al 2013.

Alla fine del 2013, un approccio di next-generation sequencing che ha permesso
di scansionare I’intero “esoma” (ossia la porzione codificante del genoma) di
pazienti con TE ed MF, ha consentito di arricchire le conoscenze a riguardo,
documentando la presenza di inserzioni e delezioni ricorrenti nell’ultimo esone
(esone 9) del gene CALR, codificante per la proteina calreticulina.>®® La
calreticulina & una proteina localizzata nel reticolo endoplasmatico e coinvolta

principalmente nel folding delle glicoproteine neosintetizzate e nell’omeostasi
del calcio (figura 3).
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Figura 3. Mutazioni a carico del gene CALR



Il suo ruolo nella patogenesi delle TE e MF e pertanto enigmatico ed e
attualmente oggetto di intenso studio. Tutte le mutazioni osservate determinano
uno slittamento del codice di lettura (frameshift), che si traduce in una proteina
neomorfa con una diversa porzione C-terminale. Questo potrebbe alterarne la
stabilita, la funzione e/o la compartimentalizzazione intracellulare. Evidenze
iniziali sembrano indicare che I’espressione di calreticulina mutata in linee
cellulari possa indurre indipendenza proliferativa e ipersensibilita a citochine
emopoietiche, attivando la via di segnalazione JAK/STAT.%? Clinicamente,
pazienti con TE positivi per mutazioni del gene CALR, hanno una ridotta
incidenza di trombosi e pazienti con MF hanno una sopravvivenza globale
significativamente piu lunga, rispetto ai casi positivi per la V617F o per le
mutazioni del gene MPL.%® Nel complesso mutazioni di JAK2, MPL e CALR,
forniscono oggi un marcatore genetico utile per la diagnosi del 99% delle PV e
dell’85% delle TE e MF (figura 4).

A Distribution of JAK2, MPL, and CALR Mutations in Philadelphia Chromosome-Negative Myeloproliferative Neoplasms

Polycythemia Vera Essential Thrombocythemia Primary Myelofibrosis
(N=382) (N=311) (N=203)
Nonmutated Nonmutated Nonmutated
JAK2, MPL, JAK2, MPL, JAK2, MPL,
and CALR—l and CALR—l and CALR—l

CALR

CALR
JAK2 mutation

‘ JAK2
mutation mutation

mutation

JAK2
mutation

MPL mutationJ MPL mutation-
Figura 4. Frequenza delle mutazioni di JAK2, CALR e MPL tra le neoplasie
mieloproliferative croniche (tratto da Krampfl et al. New England Journal of

Medicine, 2013;369:2379-90).%!
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Possono essere presenti in aggiunta mutazioni addizionali a carico di geni
coinvolti nelle controllo epigenetico del DNA e/o di geni implicati nello splicing
del’RNA messaggero (Tabella 2).>* Tutte queste mutazioni non sono specifiche
per le MPN Ph-negative, essendo comunemente osservabili anche in altre forme
mieloidi (leucemie acute, mielodisplasie, crisi blastiche mieloidi di LMC) e
contrariamente alle mutazioni di JAK2, MPL e CALR, non rappresentano
elementi diagnostici specifici, ma sono eventi cooperanti nella patogenesi delle
MPN Ph-negative. Tra tutte, degne di nota per frequenza, sono mutazioni ‘loss-
of-function’ a carico del gene TET2, che codifica per un enzima coinvolto nella
demetilazione del DNA attraverso la conversione della 5-metilcitosina a 5-

idrossimeticitosina.>®

Gene Chronic Phase Blastic phase
TET2 PV:7-16%, ET: 4-11%, PMF: 8-17%

ASXL1 PV: 2-5 %, ET: 5-8%, PMF: 7-17% 19%
DNTMT3A | PV: 7 %, ET: 3%, PMF: 7-15% 17%
CBL PV, ET: rare, PMF: 6%

LNK PV, ET, PMF: < 5% 10%
IDH 1/2 PV,ET: 2%,PMF: 4% 21%
IKZF1 PV, ET, PMF: rare 19%
EZH2 PV, ET: rare, PMF: 13%

P53 MPNs: < 1% 27%
SRSF2 MPNs: < 1%, PMF: 17% 19%

Tabella2. Mutazioni non driver presenti in MPN.
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Pazienti diversi possono presentare diverse combinazioni di mutazioni. A
complicare ulteriormente il quadro, studi di clonalita hanno dimostrato che non
esiste una gerarchia precisa di acquisizione di tali mutazioni (ad esempio,
I’insorgenza di mutazioni in TET2 pu0 precedere 1’insorgenza della mutazione
V627F di JAK2 in alcuni pazienti e seguirla in altri; mutazioni di TET2 e JAK2
possono inoltre ritrovarsi nello stesso clone in alcuni pazienti, ed in cloni distinti
in altri).®® A tutt’oggi ¢ dunque difficile delineare un modello univoco che
spieghi come assetti mutazionali distinti possano contribuire, in pazienti diversi,
a determinare lo stesso fenotipo clinico. E evidente pertanto, che la patogenesi
delle MPN Ph-negative € un processo multi-step a cui contribuiscono eventi
molecolari diversi ma equivalenti: 1) acquisizione di una mutazione che innesca
I’espansione clonale di una cellula staminale ematopoietica; 2) acquisizione di
una mutazione che influenza la proliferazione ed il differenziamento delineando
il fenotipo della MPN Ph-negativa; 3) possibile acquisizione di ulteriori
mutazioni che determinino un’eterogeneita clonale; 4) possibile acquisizione di

ulteriori mutazioni che inneschino la progressione a leucemia acuta.

1.4 DIAGNOSI

La diagnosi di Mielofibrosi deve integrare dati clinici, laboratoristici ed
anatomo-patologici e richiede I’esclusione di altre malattie mieloproliferative
croniche (leucemia mieloide cronica, policittmia vera e trombocitemia
essenziale) (tabella 3). La nuova classificazione del 2016, ha integrato le nuove
conoscenze di biologia molecolare e ha suddiviso le forme prefibrotiche,
caratterizzate da una fibrosi midollare di grado 0-1 dalle forme francamente
fibrotiche (“overt”), con fibrosi 2-3.” Sono suggestivi, ma non patognomonici, di
una diagnosi di mielofibrosi: 1) la presenza in circolo di precursori mieloidi ed

eritroidi, in assenza di blastosi periferica (cellule blastiche mieloidi inferiori al
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10%); 2) l’anisopoichilocitosi e la dacriocitosi delle emazie; 3) [’epato-
splenomegalia; 4) la presenza di sintomi generali aspecifici. La conta delle
cellule CD34+ circolanti risulta aumentata in larga parte dei pazienti (>15.000
CD34+/ul).>" Inoltre, la lattico-deidrogenasi (LDH) & aumentata nella maggior
parte dei casi. La valutazione molecolare dello stato mutazionale dei geni JAK2,
MPL e CALR, cosi come I’esclusione del riarrangiamento di BCR-ABL, sono
fondamentali come conferma diagnostica e per escludere una LMC. La biopsia
osteomidollare ha un ruolo centrale nella diagnosi della mielofibrosi: la
valutazione del grado di fibrosi, della cellularita totale e delle caratteristiche dei
megacariociti, identificano la malattia dal punto di vista anatomo-patologico e
confermano il sospetto diagnostico. L’analisi citogenetica fornisce indicazioni
prognostiche aggiuntive.%®

Moltissime sono le condizioni ematologiche ed extraematologiche che si
accompagnano ad una componente mielofibrotica. In particolare, la diagnosi
differenziale pué comportare alcune difficolta nel caso della leucemia mieloide
cronica, della leucemia a cellule capellute e di metastasi ossee da tumori

epiteliali.
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Mielofibrosi in fase

Mielofibrosi in fase fibrotica prefibrotica

Criteri maggiori

Proliferazione atipica dei megacariociti documentata su biopsia ossea

Fibrosi midollare di grado 2-3 Fibrosi midollare di grado 0-1

Assenza di criteri compatibili con diagnosi di Leucemia Mieloide
Cronica, Policitemia vera, Trombocitemia essenziale, Mielodisplasia
0 altre neoplasie mieloidi

Dimostrazione di un marcatore molecolare (JAK2V617F, MPL,
CALR) o in assenza, presenza di un altro marker clonare, o non
evidenza di fibrosi midollare reattiva

Criteri minori

Anemia

Leucocitosi > 11 x10%/L

Splenomegalia palpabile

Aumentato LDH sierico

Leucoeritroblastosi

Tabella 3. | criteri diagnostici per mielofibrosi primaria secondo la

classificazione WHO 2016. La diagnosi di Mielofibrosi Primaria richiede la

presenza de tutti e 3 i criteri maggiori e di almeno 1 criterio minore.’

La Mielofibrosi oltre che insorgere de novo (forma primaria), puo essere anche
I’evoluzione di una precedente Trombocitemia Essenziale o Policitemia Vera.
Un gruppo di esperti ha redatto dei criteri diagnostici per poter documentare

’evoluzione in mielofibrosi di una precedente TE e PV (tabella 4-5).2
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MF post Trombocitemia Essenziale (Criteri IWG-MRT)

Criteri maggiori

Precedente diagnosi di TE secondo WHO

Fibrosi midollare grado 2-3 (su scala da 0-3)

Criteri aggiuntivi

(almeno 2 necessari)

Anemia e un calo di almeno 2 g di emoglobina rispetto al

basale

Leuco-eritroblastosi periferica

Aumento di splenomegalia di almeno 5 cm rispetto al

basale o comparsa di splenomegalia palpabile

Aumento delle LDH

Comparsa di almeno 1 sintomo costituzionale (febbre

non spiegabile, perdita di peso di oltre il 10% in 6 mesi,

sudorazioni)

Tabella4. Criteri diagnostici per MF post-TE secondo 'TWG-MRT
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MF post Policitemia Vera (Criteri IWG-MRT)

Criteri maggiori

Precedente diagnosi di PV secondo WHO

Fibrosi midollare grado 2-3 (su scala da 0-3)

Criteri aggiuntivi

(almeno 2 necessari)

Anemia o calo della necessita di salassoterapia o di

terapia citoriduttiva per la poliglobulia

Leuco-eritroblastosi periferica

Aumento di splenomegalia di almeno 5 cm rispetto al

basale o comparsa di splenomegalia palpabile

Comparsa di almeno 1 sintomo costituzionale (febbre
non spiegabile, perdita di peso di oltre il 10% in 6 mesi,

sudorazioni)

Tabella 5. Criteri diagnostici per MF post-PV secondo 'ITWG-MRT

1.5 ASPETTI CLINICI

La mielofibrosi € una malattia tumorale con aspetti clinici molto variabili da
paziente a paziente. Il sintomo di presentazione piu frequente & una grave
astenia, presente all’esordio fino al 90% dei pazienti (Figura 5).1":2%59-61 | sintomi
riferibili all’espansione della milza vengono riportati in oltre il 50% dei pazienti,
mentre un progressivo calo ponderale & riportato dal 20 al 50% dei casi.®?
Possono essere presenti inoltre altri segni, relati ad uno stato ipercatabolico quali
febbricola, dolori ossei e sudorazioni notturne.

Circa il 15-30% dei pazienti tuttavia non avverte sintomi e la diagnosi viene fatta

a seguito di accertamenti per una splenomegalia, epatomegalia legati
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all’emopoiesi extramidollare o anomalie del quadro emocromocitometrico o di
altri parametri biochimici (LDH).5*

In taluni pazienti € possibile documentare una ipertensione polmonare, spesso
asintomatica, ma quando presente associata ad una ridotta sopravvivenza
globale. 5%

Un altro sintomo presente in una larga quota di pazienti e il prurito, riferito
spesso insorgere al contatto con 1’acqua (acquagenico) e che puod rappresentare
una condizione invalidante, con necessita di utilizzo estensivo di antistaminici,
corticosteroidi, con gli effetti collaterali che ne derivano (osteoporosi, rischio

infettivo, cataratta).%®
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Figura 5. Dati ricavati da numerosi studi multicentrici.®”-"°

Per documentare con migliore precisione I’impatto che la sintomatologia

comporta sulla qualita di vita del paziente con mielofibrosi, sono stati sviluppati
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molti questionari, ed in particolare il MPN-SAF TSS a 10 punti si & dimostrato

uno strumento utile (figura 6).”

Myeloproliferative Neoplasm Symptom Assessment Form
Total Symptom Score (MPN-SAF TSS)

Symptom 1 to 10 (0 if absent) ranking
1 is most favorable and 10 least favorable

Please rate your fatigue (weariness,
tiredness) by circling the one
number that best describes your
WORST level of fatigue during
past 24 hours*

(No Fatigue) 0 1 23 456 7 8 9 10 (Worst Imaginable)

Circle the one number that describes how, during the past week how much
difficulty you have had with each of the following symptoms

Filling up quickly when you eat

5 : .
(Early satiety) (Absent) 0123456789 10 (Worst Imaginable)

Abdominal discomfort (Absent) 0123456789 10 (Worst Imaginable)

Inactivity (Absent) 0 123456789 10 (Worst Imaginable)

Problems with concentration -

5 2345 g agi
Compared to prior to my MPD (Absent) 0 1 456789 10 (Worst Imaginable)

Dt ST RSy s (Absent) 0123456789 10 (Worst Imaginable)

and feet)
Night sweats (Absent) 0 123456789 10 (Worst Imaginable)
Itching (pruritus) (Absent) 0123456789 10 (Worst Imaginable)

Bone pain (diffuse not joint pain or

A 2345 3 agi
ittt (Absent) 0 1 456789 10 (Worst Imaginable)

Fever (>100 F) (Absent) 0123456789 10 (Daily)

Unintentional weight loss last 6

(Absent) 0123456789 10 (Worst Imaginable)
months 2

Figura 6. MPN-SAF TSS."
Un altro aspetto clinico importante riguarda 1’aumentata frequenza di eventi

trombotici. L'incidenza di eventi trombotici arteriosi e venosi nella PMF (2 per

100 pazienti-anno) e approssimativamente uguale a quello osservato nella
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Trombocitemia Essenziale (TE) (1 a 3/100 pazienti-anno) e significativamente
inferiore a quello visto nella Policitemia Vera (PV) (5.5 / 100 pazienti-anni).®® In
un‘analisi retrospettiva di 205 pazienti con PMF, 13,2% aveva sperimentato un
evento trombotico al momento o precedente alla diagnosi, e il 10,7% sviluppava
una trombosi nel corso del follow-up. All'analisi multivariata, 1’anamnesi
positiva per trombosi era l'unica variabile predittiva di aumentato rischio
trombotico.”

La splenomegalia rappresenta un segno distintivo della Mielofibrosi.” La milza
puo essere cosi grande che il suo limite inferiore puo raggiungere la fossa iliaca
sinistra e occupare la maggior parte dei quadranti addominali. In due serie di
pazienti con MF, il 38% aveva una splenomegalia che si estendeva oltre 10 cm
sotto il margine costale sinistro® e il 23% oltre 16 cm.>®

I sintomi dovuti alla splenomegalia sono spesso predominanti; i pazienti possono
notare una sensazione di peso localizzata in ipocondrio sinistro, la milza inoltre
pud comprimere lo stomaco del paziente, portando a sazieta precoce. Episodi
acuti di dolore severo ai quadranti di sinistra, che pu0 irradiarsi alla spalla
omolaterale, possono derivare da ricorrenti e multipli infarti splenici.

Una epatomegalia palpabile oltre la linea costale e presente nel 40-70% dei
pazienti.

Un quadro di ipertensione portale pud svilupparsi come conseguenza di un
iperafflusso splancnico, a causa della splenomegalia e/o della epatomegalia, con
ostruzione intraepatica dovuta all’emopoiesi extramidollare.’

Le complicazioni dell’ipertensione portale includono ascite, varici esofagee e
gastriche, con aumentato rischio di sanguinamento gastrointestinale ed
encefalopatia epatica.

Un aspetto peculiare delle neoplasie mieloproliferative croniche ed in particolare
della Mielofibrosi, & rappresentato dalla trombosi wvenosa portale. Tale

manifestazione pud precedere la manifestazione clinica della malattia.”™
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Possono inoltre essere presenti foci di emopoiesi extramidollare, che possono
localizzarsi in qualsiasi organo.”®’” Oltre a determinare un coinvolgimento della
milza e del fegato (organi embriogeneticamente sede di emopoiesi), possono
essere interessati anche linfonodi, le sierose (pleure, pericardio, peritoneo), con
presenza di essudato.”® Piu raramente vi € il coinvolgimento del tratto
gastrointestinale o genito-urinario o polmonare, con sintomi quali disuria e
distress respiratorio.”®®#2 |l coinvolgimento del sistema nervoso centrale, puo
essere associato ad un aumento della pressione intracranica, con Sensorio
alterato, disturbi motori e/o sensitivi, compresi sintomi da compressione
spinale.838

Il coinvolgimento della cute € raro, ma si pu0 presentare con placche
eritematose, noduli, ulcere o bolle.®>8 In una revisione della letteratura di 13
casi, I’esame istologico di tali lesioni evidenziava la presenza di tutte e tre le
linee di cellule ematopoietiche (mieloide, eritroide e megacariocitaria).?’

| foci di emopoiesi extra-midollare possono svilupparsi e/o incrementare in
modo significativo dopo splenectomia, forse a causa della perdita di funzione di
filtraggio della milza sulle cellule staminali neoplastiche circolanti.88

Questo fenomeno puo essere particolarmente critico nel fegato.8%° In uno studio
condotto su 10 pazienti con mielofibrosi sottoposti a splenectomia e a biopsia
epatica intraoperatoria, e stata documentata nel fegato emopoiesi extramidollare
in tutti i casi.®® Dopo I’intervento, si € assistito ad un significativo aumento delle
dimensioni del fegato e delle concentrazioni sieriche di fosfatasi alcalina,
bilirubina, e/o Gammaglutammiltransferasi in tutti i pazienti.

La mielofibrosi pud anche associarsi a interessamento scheletrico ed
osteoarticolare, come accompagnamento alla fibrosi midollare. Queste anomalie
possono essere asintomatiche, ma possono anche causare algie, localizzati

tipicamente alle estremita inferiori e di difficile trattamento.
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Puo essere presente un quadro di osteosclerosi, caratterizzato da un diffuso o
irregolare aumento della densita ossea, evidenziato da studi radiologici o dalla
biopsia ossea, che mostra una maggiore rappresentazione di trabecole ossee.

Possono inoltre essere presenti attacchi gottosi monoarticolari o poliarticolari

ricorrenti, legati all’iperuricemia secondaria allo stato catabolico.

1.5.1 EVOLUZIONE IN LEUCEMIA ACUTA

L’evoluzione in leucemia acuta si verifica come evento terminale in una
minoranza di pazienti con mielofibrosi, molti dei quali non sottoposti a
precedente trattamento con agenti alchilanti o radioterapia.®%

La maggior parte delle trasformazioni leucemiche hanno origine mieloide;
tuttavia, sono state descritte anche leucemie a genesi linfoide, eritroide,
megacariocitica, e leucemie bifenotipiche. Raramente sono state riportate
localizzazioni extramidollari di blasti leucemici (tipo sarcoma mieloide o

cloroma).

La piu grande esperienza riportata, viene da una serie di 2333 pazienti
consecutivi con PMF seguiti presso la Mayo Clinic, 91 dei quali (3,9%) risultava
essere evoluto in leucemia acuta; tutti i casi di trasformazione erano di origine
mieloide.”® Una anomalia clonale era presente in 49 dei 51 pazienti in cui era
stata eseguita la valutazione citogenetica e una evoluzione citogenetica era stata
documentata nella maggior parte dei pazienti che aveva eseguito una valutazione

seriale prima e dopo I’evoluzione.
Dall’analisi di 311 pazienti con PMF, ¢ emerso come la presenza di >3% di

blasti circolanti e la piastrinopenia <100.000/mmc alla diagnosi, siano predittivi

di trasformazione leucemica.%
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In questa serie il 77, il 19, e il 4% dei pazienti aveva rispettivamente nessuno,
uno, o entrambi questi fattori di rischio, con tassi di trasformazione leucemica di
6 (O fattori di rischio) e 18% (1 o 2 fattori di rischio). Il rischio di trasformazione
leucemica era inoltre aumentato nei pazienti trattati con agenti stimolanti

I'eritropoiesi (eritropoietina e danazolo).

Diagnosticare la trasformazione leucemica nei pazienti con MF pu0 essere
difficile, dal momento che la presenza di cellule immature nel sangue periferico
e caratteristica di base della patologia. Inoltre, la biopsia del midollo osseo puo

talvolta non rivelare una chiara evidenza di affezione leucemica sostitutiva.

La prognosi legata a questa evenienza e estremamente sfavorevole. Nella serie di
91 pazienti della Mayo Clinic, il trattamento con terapia “AML-like” ha indotto
un tasso di remissione completa pari a zero e una mortalita correlata al
trattamento del 33%.°* La sopravvivenza globale era piuttosto bassa, con una
mediana di sopravvivenza di 2,6 mesi (range: 0 a 24 mesi), senza differenze di
outcome nei pazienti sottoposti a chemioterapia di induzione, contenitiva o solo

di supporto.

1.6 PROGNOSI E SCORE PROGNOSTICI

In uno studio epidemiologico di pazienti seguiti all'interno di Olmsted County, il
tasso di sopravvivenza a tre anni era del 52%.'" Tassi di sopravvivenza migliori
sono stati riportati in diversi studi non basati su popolazione, tra cui la serie
utilizzata per la costruzione del sistema di score prognostico internazionale
(IPSS) per mielofibrosi primaria (PMF), in cui la sopravvivenza mediana é stata

di 69 mesi.?’
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Sono attualmente disponibili alcuni modelli prognostici per valutare la prognosi

della MF.36.67.97-104

1.6.1 INTERNATIONAL PROGNOSTIC SCORE SYSTEM
(IPSS)

L’ IWG-MRT ha messo a punto un sistema di score prognostico (IPSS)% sulla
base di una casistica 1054 pazienti consecutivi, affetti da mielofibrosi primaria
seqguiti in sette diversi centri ematologici. All’analisi multivariata sono state

isolate cinque caratteristiche associate a una prognosi sfavorevole:

e Presenza di sintomi costituzionali (quali la perdita di peso maggiore del 10%,
sudorazione notturna o febbre)

e Eta superiore a 65 anni

e Emoglobina inferiore a 10 g/dI

e Conta leucocitaria superiore a 25.000 /ml

e La presenza di blasti circolanti (>1%)
| soggetti con zero (basso rischio), uno (rischio intermedio-1), due (rischio

intermedio-2), o maggiore di 3 (rischio elevato) caratteristiche alla diagnosi

avevano una sopravvivenza mediana 135, 95, 48 e 27 mesi, rispettivamente.
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16.2 DYNAMIC INTERNATIONAL PROGNOSTIC
SCORE SYSTEM (DIPSS)

L'IPSS é stato successivamente modificato per tener conto degli effetti
prognostici avversi che derivano dall'acquisizione di questi fattori di rischio nel
corso della storia della malattia, cosi come I'eta nei pazienti con meno di 65 anni
(DIPSS aggiustato per eta).%’

I DIPSS viene calcolato come segue:

e Eta superiore a 65 anni (1 punto)

e Conta leucocitaria superiore a 25.000 /ml (1 punto)
e Emoglobina inferiore a 10 g/dl (2 punti)

e La presenza di blasti circolanti (>1%) (1 punto)

e Presenza di sintomi costituzionali (1 punto)

| soggetti con zero, da uno a due, da tre a quattro, da cinque a sei punti sono stati

considerati rispettivamente, a basso, intermedio-1, intermedio-2 o alto rischio.

In un'analisi separata, il DIPSS correlava anche con il rischio di progressione a
leucemia acuta dei pazienti con PMF.%° L'incidenza di trasformazione blastica
era 0.3, 0.7, 2.6, e 8.6 per 100 pazienti-anno, rispettivamente per pazienti a basso
rischio, intermedio-1, intermedio-2 e ad alto rischio. Anche un peggioramento
del DIPSS nel corso del follow-up risultava associato ad un rischio

significativamente maggiore di sviluppare una fase blastica.
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1.6.3 DIPSS-plus

Altri fattori prognostici indipendenti sono stati identificati oltre a quelli

dell’IPSS, questi sono rappresentati da:

o Cariotipo sfavorevole (cariotipo complesso o presenza di una o due anomalie,
che comprendono +8, -7 / 79-, i(17q), -5/5q, 12p-, inv(3), o riarrangiamento
11g23).105-109

e La necessita di supporto trasfusionale per globuli rossi.*°

e Piastrinopenia inferiore a 100 x10%/L.1%

Quiesti tre fattori di rischio aggiuntivi sono stati aggiunti al DIPSS per sviluppare

il DIPSS-plus,**? come segue:

e DIPSS basso rischio (0 punti)

e DIPSS rischio intermedio-1 (1 punto)

e DIPSS rischio intermedio-2 (2 punti)

e DIPSS alto rischio (3 punti)

e cariotipo sfavorevole (1 punto)

e Conta piastrinica inferiore a 100.000/ml (1 punto)

e necessita trasfusionale (1 punto)

Quando il sistema di punteggio DIPSS-plus é stato applicato ad un gruppo di 793
pazienti consecutivi con PMF seguiti presso la Mayo Clinic, quelli con zero
punti (basso rischio), un punto (rischio intermedio-1), due o tre punti (rischio
intermedio-2), da quattro a sei punti (alto rischio), hanno avuto una
sopravvivenza mediana di 15.4, 6.5, 2.9, e 1.3 anni, rispettivamente.

Quando questo score € stato applicato a 299 pazienti con eta inferiore a 60 anni

seguiti alla Mayo Clinic, le sopravvivenze mediane (dal momento della prima
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visita) erano state di 20, 14.3, 5.3, e 1,7 anni rispettivamente, confermando la

prognosi migliore dei pazienti pit giovani con PMF.?3

Una categoria di pazienti a rischio "molto alto™, con una sopravvivenza mediana
di nove mesi e un tasso di mortalitd a due anni del 83% e stato evidenziata in
pazienti portatori di cariotipo monosomico o con inv(3)/ i1(17q), o due qualsiasi
alterazioni fra blasti circolanti maggiori del 9%, conta leucocitaria superiore a
40.000/ml o presenza di altre caratteristiche citogenetiche sfavorevoli (ossia,
cariotipo complesso o presenza di una o due anomalie tra cui +8, 12p-,
riarrangiamento 11923).

La differenza nella sopravvivenza tra le categorie a rischio "molto alto" e "alto" é
spiegabile, in parte, da una differenza nel rischio di trasformazione leucemica,

con incidenza a 2 anni del 31 e 7%, rispettivamente.

1.6.4 MODELLI PROGNOSTICI PER MIELOFIBROSI
SECONDARIA (MySEC-PM)

Questi strumenti decisionali, appena descritti, sono stati sviluppati in grandi
coorti di pazienti affetti da MF primaria, tuttavia non appaiano altrettanto
efficaci nel suddividere la prognosi dei pazienti affetti da MF secondaria. In uno
studio condotto presso I’'MD Anderson, sia I’IPSS che il DIPSS non erano in
grado di predire la sopravvivenza in questa categoria di pazienti. In particolare,
non venivano distinti i pazienti a rischio intermedio-2/alto nella MF post-
Policitemia Vera e gli intermedio-1/bassi e intermedio-2 nella MF post-TE,
inducendo una erronea valutazione prognostica dei pazienti.!*®

Da questa esigenza e nato il MySEC prognostic model, sviluppato dal gruppo
cooperatore italiano, che ha raccolto 685 pazienti con mielofibrosi secondaria ed

ha identificato i seguenti parametri come prognosticamente rilevanti:
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e Emoglobina inferiore a 11 g/dl (2 punti)

e La presenza di blasti circolanti (>3%) (2 punti)

e Assenza di mutazioni di CALR (2 punti)

e Piastrinopenia inferiore a 150 x10°%L (1 punto)

e Presenza di sintomi costituzionali (1 punto)

e Eta come variabile continua (0.15 punti per ogni anno di eta)

Questo modello prognostico si € rivelato molto efficace nel suddividere i

pazienti affetti da MF secondaria a differente prognosi.'**

1.6.5 ALTRI FATTORI PROGNOSTICI INDIPENDENTI

Altri fattori di prognostici indipendenti si sono rilevati associati ad una peggiore
sopravvivenza.

Questi sono rappresentati dalla presenza di elevati livelli di citochine circolanti.
In un’ampia casistica di 127 pazienti affetti da PMF, é stato documentato un
aumento dei livelli di un certo numero di citochine.!®

E stato poi sviluppato un modello di rischio in base ai livelli di due di queste
citochine (IL-8 e IL-2R) e in base ai livelli aumentati o meno si sono delineati
gruppi a diversa prognosi all'interno del DIPSS-plus a rischio intermedio-1 e
intermedio-2.11°

In un secondo studio di 184 pazienti con MF primaria o secondaria a TE e PV,
livelli di proteina C-reattiva superiore a 7 mg/l, I'eta superiore a 65 anni e la
presenza di blasti circolanti superiori all’1l % erano indipendentemente associati

ad un aumentato rischio di sviluppo di trasformazione leucemica.
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Nel corso degli ultimi anni poi sono stati condotti molti studi volti a valutare
I’impatto prognostico delle diverse mutazioni genetiche nel decorso della
malattia.

A partire dal 2008, due studi hanno dimostrato che una bassa carica allelica della
mutazione V617F del gene JAK2 in pazienti con mielofibrosi primaria, potrebbe
indicare la presenza di un clone JAK2V®1"F-negativo predominante, che
conferisce un fenotipo di malattia piu aggressivo, con una ridotta sopravvivenza
globale, sebbene i meccanismi biologici alla base di questo fenomeno rimangano
ancora da chiarire 117118

Inoltre, hanno valenza a fini prognostici anche I’analisi mutazionale della
calreticulina (CALR) e del Myeloproliferative Leukemia Virus Oncogene
(MPL).

Infatti, i pazienti con mutazione di CALR hanno la prognosi migliore, mentre la
prognosi € peggiore nei pazienti che non presentano alcuna mutazione (JAK2
MPL e CALR, ossia “triplo-negativi”).

L'impatto clinico delle mutazioni di JAK2, CALR e MPL e stato studiato in
un‘analisi retrospettiva di 428 pazienti con diagnosi di PMF effettuata prima del
2011.%3

Mutazioni a carico di JAK2, CALR, e MPL sono state riscontrate nel 60, 21 e
6% dei pazienti, rispettivamente. Il 12% dei pazienti risultava “triplo-negativo”
(cioé era negativa la ricerca delle mutazioni di JAK2, CALR, e MPL).

La sopravvivenza mediana dei pazienti JAK2 mutati, CALR-mutati, MPL-
mutati, e dei "triplo negativi" erano 5.9, 15.9, 9.9, e 2.3 anni, rispettivamente.

In un altro studio, soggetti “triplo-negativi" affetti da forma familiare di
mielofibrosi primaria, avevano una sopravvivenza significativamente peggiore

rispetto a quelli con PMF familiare e mutazioni sia di JAK2 o di CALR.1%

Numerose altre mutazioni non fondanti sono risultate associate ad un impatto

prognostico. Un’ampia casistica di pazienti, divisi in una coorte europea € una
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della Mayo Clinic, che comprendeva 879 pazienti, e stato studiata per
determinare la rilevanza prognostica di alcune mutazioni somatiche nella
mielofibrosi.>

I campioni di sangue della coorte europea, raccolti al momento della diagnosi,
sono stati analizzati per mutazioni in ASXL1, SRSF2, EZH2, TET2, DNMT3A,
CBL, IDH1, IDH2, MPL e JAK2. Di queste, le mutazioni ASXL1, SRSF2 ed
EZH2 predicevano in modo indipendente una sopravvivenza ridotta. Tuttavia,
solo la mutazione di ASXL1 (Hazard Ratio 2.02) e rimasta significativa nel
contesto dello score IPSS.

Queste osservazioni sono state poi convalidate nella coorte della Mayo Clinic,
dove le mutazioni e I’analisi della sopravvivenza erano state effettuate al
momento della prima visita del paziente presso il centro. Le mutazioni di
ASXL1, SRSF2, e EZH2 erano risultate indipendentemente associate con una
ridotta sopravvivenza, ma solo la mutazione di ASXL1 manteneva la rilevanza
prognostica negativa indipendentemente dallo score DIPSS-plus, che incorpora
I’analisi citogenetica.

Il rischio di evoluzione in leucemia acuta inoltre, era influenzato negativamente
nella coorte europea da mutazioni di IDH1/2, SRSF2, ASXL1.

Un’analisi ulteriore di 797 pazienti con mielofibrosi primaria, ha poi valutato
I'effetto sulla sopravvivenza globale, da parte di una serie limitata di mutazioni
"prognosticamente sfavorevoli” in 5 geni (ASXL1, EZH2, SRSF2 e
IDH1/IDH2). La sopravvivenza mediana era rispettivamente di 12.3, 7.0, e 2.6
anni per quelli senza, con una o con due o pit mutazioni in questi cinque geni.*?°
L’analisi delle mutazioni di ASXL1, EZH2, SRSF2, IDH e per la perdita di
eterozigosi (LOH) di TP53,%2! sembrano identificare pazienti con mielofibrosi
primaria a maggior rischio di morte prematura o trasformazione leucemica (i
cosiddetti soggetti "a rischio molecolare alto", con una o piu mutazioni presenti

o “a rischio molecolare basso”, in assenza di mutazioni molecolari). Una
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ulteriore mutazione a carico del gene U2AF1Q157 € stata recentemente descritta

come prognosticamente rilevante dal gruppo della Mayo Clinic.??

1.6.6 MIPSS70, MIPSS70+, GIPSS

Alla luce di tutte queste acquisizioni molecolari, nuovi modelli prognostici sono

stati introdotti nella pratica clinica, per una moderna stratificazione prognostica.
Il “mutation-ehnanced IPSS” (MIPSS70 e il MIPSS70-plus) é stato il primo

score che abbia integrato le nuove scoperte molecolari ed é stato validato in

coorti di pazienti con eta inferiore a 70 anni, al fine di essere particolarmente

utile a scopo trapiantologico.!? 1l MIPSS70/MIPSS70-plus individuano le

seguenti variabili clinico-laboratoristiche, molecolari (MIPSS70) e citogenetiche
(MIPSS70-plus)

Conta leucocitaria superiore a 25.000 /ml (1 punto)

Emoglobina inferiore a 10 g/dl (1 punti)

Piastrinopenia inferiore a 100 x10%/L

La presenza di blasti circolanti (>2%) (1 punto)

Presenza di sintomi costituzionali (1 punto)

Fibrosi midollare >2

Assenza di mutazioni di CALR tipol o simil-tipol (2 punti)

mutazioni a carico di ASXL1, EZH2, SRSF2, IDH1/2 (1 o 2 punti se presente
una o piu mutazioni)

Cariotipo sfavorevole (qualunque alterazione eccetto 20g-, 13g-, +9,
traslocazioni/duplicazioni del cromosoma 1, -Y o altre alterazioni dei

cromosomi sessuali) (3 punti)

La somma di tali punteggi caratterizza un rischio basso (0-2), intermedio (3),

alto (4-6) o molto alto (>6) caratterizzato da una sopravvivenza a 5 anni pari al

100%, 90%, 76% e 46.5% per le quattro categorie rispettivamente.
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Un secondo strumento prognostico introdotto é stato pubblicato nel 2018 e
considera unicamente variabili genetiche, il “Genetically inspired prognostic
scoring system” (GIPSS):

e Cariotipo molto sfavorevole (2 punti)

e Cariotipo sfavorevole (1 punto)

e Assenza di mutazioni di CALR tipol o simil-tipol (1 punto)

e Mutazioni di ASXL1, SRSF2 0 U2AF1Q157 (1 punto)

Questo strumento stratifica i pazienti a rischio basso (0 punti), intermedio-1 (1
punto), intermedio-2 (2 punti) o alto rischio (3 punti), con aspettativa di vita

mediana pari a 26.4, 8, 4.2 e 2 anni, rispettivamente.

1.7 TERAPIA

La mielofibrosi fino al 2005 era una malattia orfana, il cui trattamento era
orientato alle necessita del malato, che potevano differire notevolmente da
paziente a paziente. L’unico trattamento eradicante la malattia ¢ il trapianto di
cellule staminali emopoietiche allogeniche, tuttavia tale procedura e
condizionata da un’importante morbilita e mortalita e da riservare solamente a
una parte minoritaria di pazienti.

La scoperta della mutazione di JAK2 e della deregolazione del pathway JAK-
STAT, ha consentito lo sviluppo di piccole molecole inibitori delle tirosin-
chinasi, di cui ruxolitinib rappresenta il capostipite e primo ad essere introdotto
In commercio, a partire dal 2012 negli USA e dal 2015 in Italia.

Qui di seguito verranno elencate tutte le terapie convenzionali impiegate nella

mielofibrosi e le prospettive terapeutiche future.
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1.7.1 TERAPIA CITORIDUTTIVA

La terapia antiblastica citoriduttiva e utilizzata con il fine di ridurre
I’epatosplenomegalia, con miglioramento dei sintomi da ingombro splenico, per
alleviare i sintomi quali febbre e perdita di peso, o ridurre un’eventuale

piastrinosi.

1) Idrossiurea

A causa della sua efficacia dimostrata nelle altre neoplasie mieloproliferative
croniche (Policitemia Vera e Trombocitemia Essenziale), I’idrossiurea €
diventato il farmaco chemioterapico di scelta per il trattamento della MF.1?4
L’idrossiurea si € dimostrata utile nel ridurre le dimensioni della milza, nel
controllo della trombocitosi e leucocitosi e dei sintomi costituzionali (ad
esempio osteoartralgie, febbre, prurito). 1?42 In una serie di 59 pazienti con
neoplasie mieloproliferative croniche (di cui 10 con MF) associate a
trombocitosi, la terapia cronica con idrossiurea ha consentito la riduzione della
conta piastrinica (inferiore a 500.000/ml) in 6 dei 10 pazienti con PMF (e oltre
I'80% di quelli con PV o ET).** In un altro rapporto dagli stessi autori,
I’idrossiurea ha anche consentito la riduzione del grado di fibrosi midollare.?
Sebbene la dose iniziale del farmaco suggerita per il trattamento di PV e ET e di
15 mg/kg al giorno (dose giornaliera per un uomo adulto di media corporatura é
di 500 mg due volte al giorno), la dose iniziale nelle forme di MF dovrebbe
essere inferiore, data la coesistenza in molti pazienti di anemia. La dose orale
iniziale di 500 mg al giorno, con successive modifiche in base all’evoluzione del
quadro ematologico periferico, appare 1’approccio terapeutico piu prudente in
gueste circostanze.

L'efficacia dell’idrossiurea sembra essere correlata allo stato mutazionale. Infatti

in una casistica di 69 pazienti con MF, la risposta al trattamento era
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rispettivamente del 48 contro 1’8% nei pazienti con o senza mutazione V617F
del gene JAK2.1%°

2) Busulfano e agenti alchilanti

Il busulfano e altri agenti alchilanti sono stati utilizzati in passato. Tuttavia, i
pazienti con MF sono estremamente sensibili a questi agenti, con possibili
citopenie severe e prolungate, anche dopo sospensione del farmaco.

Uno studio italiano ha valutato 1’impiego del melfalan a basse dosi (dose iniziale
di 2,5 mg tre volte alla settimana, da poter incrementare fino a 2,5mg al giorno)
in 104 pazienti con PMF associata a splenomegalia, anemia trasfusione-
dipendente, leucocitosi e/o trombocitosi.'*® Tutti i pazienti elegibili al
trattamento venivano pretrattati con danazolo (200 mg/die) o prednisone (0,25
mg/kg/die) per almeno due mesi. E stata osservata una risposta ematologica in
66 dei 99 pazienti valutabili, dopo un tempo mediano di 6,7 mesi. La
splenomegalia, la leucocitosi e la trombocitosi si sono normalizzati nel 23, 86 e
93% dei pazienti, rispettivamente. L’anemia e migliorata in 12 dei 20 pazienti
con anemia severa non trasfusione-dipendente; dei 16 pazienti che necessitavano
di supporto trasfusionale, 6 hanno ottenuto la trasfusione-indipendenza. Tuttavia
e stata frequentemente osservata una tossicita ematologica, anche se reversibile
alla interruzione o alla riduzione del trattamento.

Il potenziale leucemogenico del farmaco ha limitato I’impiego di tale terapia in

questa malattia.

1.7.2 INTERFERONE-ALFA

L’TFNa ha molteplici effetti sulla riduzione della proliferazione di fibroblasti e
sui progenitori emopoietici in vitro, suggerendo una potenziale efficacia anche

nei pazienti con MF.131-137
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L’interferone alfa (IFNa) ha dimostrato efficacia nell’indurre risposte
ematologiche e citogenetiche in pazienti con leucemia mieloide cronica in fase
cronica e ha inoltre dimostrato utilita nella TE e PV.

L'efficacia di IFNa € stata valutata in una serie di 54 pazienti affetti da neoplasie
mieloproliferative (PV, ET, PMF), che sono stati trattati con somministrazione
sottocutanea al dosaggio di 5 MUI (milioni di unita internazionali) al giorno.*3*
Il controllo della trombocitosi é stato ottenuto in 24/24 pazienti, il controllo della
iperleucocitosi € stato raggiunto in 14/14 pazienti. Si e poi ossevata la riduzione
di almeno il 10% della splenomegalia in 26/39 pazienti splenomegalici.

Tuttavia, il punto debole di tale terapia e rappresentato dall’elevata percentuale
di pazienti che sono costretti ad interrompere il trattamento (circa il 50%), a
causa degli effetti collaterali (dolori osteoarticolari, febbre, comparsa di
fenomeni autoimmuni).*2133 In uno studio di fase Il, che ha coinvolto 11
pazienti con mielofibrosi ad espressione iperproliferativa non precedentemente
trattati, sono state somministrate dosi settimanali fino a 15 milioni di unita di
IFNa, per la durata complessiva di un anno.*** In 7/11 pazienti é stata osservata
una tossicita inaccettabile, con necessita di interruzione del trattamento. Nessuna
risposta significativa € stata osservata, in termini di riduzione della
splenomegalia e della fibrosi midollare.

Risultati migliori sono stati ottenuti, in termine di riduzione degli effetti

collaterali, con I’impiego di interferone-a2A peghilato.!35136.138

1.7.3 TALIDOMIDE E IMIDs

Gli agenti immunomodulanti (IMIDs), sono una classe di farmaci ad azione
pleiotropica caratterizzati da proprieta anti-proliferative, pro-apoptotiche,
anticitochiniche, anti-infiammatorie, anti-angiogeniche e immunomodulanti sui
linfociti NK e T. Essi rappresentano il cardine del trattamento del mieloma
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multiplo e hanno dimostrato di migliorare la citopenia, in particolare anemia e
trombocitopenia, in pazienti con MF. Il capostipite della famiglia e rappresentato
dalla talidomide, cui sono seguiti agenti di seconda generazione caratterizzati da
una maggiore attivita terapeutica e ridotta tossicita, quali lenalidomide e

pomalidomide.

1) Talidomide

La talidomide e stata valutata principalmente in subset di pazienti affetti da MF
pretrattati.

Risposte alla terapia, in termini di scomparsa di sintomi costituzionali, riduzione
della splenomegalia, incremento della concentrazione di emoglobina con
ottenimento di trasfusione-indipendenza, normalizzazione dei globuli bianchi e
delle piastrine, sono stati osservate nel 20-40% dei casi.!3%-143

In questi studi, solo pochi pazienti sono riusciti a tollerare dosi superiori a 400
mg al giorno, a causa degli effetti collaterali, che comprendevano sonnolenza,
stipsi, astenia, neuropatia periferica e neutropenia.'** In uno studio condotto su
63 pazienti, la mediana della dose massima tollerata era di 100 mg al giorno e il
51% dei pazienti sospendeva il trattamento a causa degli effetti collaterali.'#
Risultati preliminari hanno suggerito che basse dosi iniziali (ovvero 50 mg/die),
con possibile graduale aumento della dose, possono essere egualmente efficaci
ma piu tollerabili.14%145146 Effetti collaterali ematologici sono stati osservati in
4/15 pazienti (ad esempio, trombocitosi,  leucocitosi e tamponamento
pericardico da ematopoiesi extramidollare).

Al fine di migliorare la tolleranza alla talidomide, é stato condotto uno studio di
associazione in pazienti con MF sintomatici, con talidomide a basso dosaggio
(50 mg/die), associato a prednisone (dose iniziale di prednisone 0,5 mg/kg al
giorno, da sospendere nel corso di 3 mesi).}*>147 Venti dei 21 pazienti trattati con
questo schema sono stati in grado di completare la terapia, con una risposta

clinica valutata in 13. Tra le risposte si era osservato un miglioramento
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dell'anemia in 13 pazienti, ottenimento di trasfusione-indipendenza in 4,
miglioramento della piastrinopenia in 6 e riduzione di almeno il 50% della
splenomegalia palpabile al disotto dell’arcata costale in 4. Tale regime
terapeutico risultava meglio tollerato rispetto agli studi precedenti, che utilizzano
dosi maggiori di talidomide come agente singolo.

Tra gli effetti collaterali, nel 38% dei pazienti & stata osservata una leucocitosi e
nel 19% una trombocitosi. Inoltre, si € registrato un episodio di trombosi venosa
profonda (TVP), complicazione gia osservata in altri subset di pazienti trattati
con talidomide (mieloma multiplo). Gli eventi avversi associati all’utilizzo del
prednisone sono stati lievi e transitori.

Ad un follow-up mediano di 25 mesi per i 36 pazienti complessivi trattati presso
la Mayo Clinic con talidomide, il tasso di risposta complessiva a lungo termine €
stato del 28%.142145147 Risposte durature si sono osservate in termini di
miglioramento dell’anemia e della piastrinopenia, ma non per quanto riguarda la

riduzione della splenomegalia.

2) Lenalidomide

Un certo numero di studi di fase Il & in corso per valutare I'efficacia della
lenalidomide, analogo della talidomide, come singolo agente o in associazione al
prednisone nei pazienti con MF.

In un report di 68 pazienti trattati con lenalidomide agente singolo (dose iniziale
di 10 mg al giorno 0 5 mg, se conta piastrinica basale inferiore alle 100.000/ml),
I tassi di risposta complessivi sono stati rispettivamente del 22, 33 e 50%, per
qguanto riguarda rispettivamente l'anemia, la splenomegalia e la
trombocitopenia.’*® Gli eventi avversi di grado 3-4 includevano neutropenia e
piastrinopenia nel 31 e nel 19% dei pazienti.

In un secondo report, la lenalidomide (allo stesso dosaggio del precedente studio

nei giorni da 1 a 21 in cicli di 28 giorni per 6 cicli) piu prednisone (30 mg/die
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durante il ciclo 1, 15 mg/die durante il ciclo 2 e 15 mg/giorno dal terzo ciclo) e
stata somministrata a 40 pazienti con PMF.14°

| tassi di risposta globale sono stati del 30 e del 42% per l'anemia e la
splenomegalia, con un tempo mediano alla risposta di 12 settimane. E stato
inoltre possibile osservare una certa riduzione della fibrosi midollare e della
carica allelica della mutazione V617F del gene JAK2. Gli eventi avversi di grado
3-4 sono stati rappresentati da neutropenia, anemia e piastrinopenia
rispettivamente nel 58, 42, e il 13% dei pazienti.

Uno studio multicentrico di fase II condotto dall’Eastern Cooperative Oncology
Group (ECOG), ha valutato poi la combinazione di lenalidomide (10 mg/die) piu
prednisone (dose iniziale di 30 mg/die) in 42 soggetti con MF, ottenendo un
tasso di risposta globale del 23%, con un miglioramento clinicamente
significativo dell’ anemia nel 19% e/o riduzione della splenomegalia nel 10% dei
casi.’® Lo studio seriale del midollo osseo tuttavia, non ha mostrato alcuna
risoluzione della fibrosi. In termini di effetti collaterali, la tossicita ematologica
era preponderante con 1’88% dei soggetti che presentava effetti avversi di grado
3-4.

Una menzione particolare meritano i pazienti con MF associata a delezione del
braccio lungo del cromosoma 5 (5g-), i quali mostrano un tasso di risposta
completa ematologica maggiore.

In una casistica della Mayo Clinic, tutti e 3 i pazienti affetti da MF con 5q-,
hanno ottenuto una risposta ematologica completa alla terapia con lenalidomide,
al dosaggio di 10mg al giorno.>

Tale dato supporta fortemente la valutazione citogenetica in tutti i pazienti con
MF sia primaria che secondaria. Qualora riscontrata tale delezione, la terapia con
lenalidomide puo essere valutata e proseguita a tempo indeterminato, se ben
tollerata.

3) Pomalidomide
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Il terzo agente della famiglia degli IMIDs, la pomalidomide, in associazione o
meno ad un breve ciclo corticosteroideo, ha dimostrato utilita nel trattamento dei
pazienti con anemia associata a MF, in uno studio di fase 1l %2, Tuttavia la sua
efficacia si & dimostrata molto limitata in termini di riduzione della
splenomegalia.l®>

In uno studio della Mayo Clinic comprendente 94 pazienti affetti da
mielofibrosi, che hanno partecipato a due studi clinici consecutivi con dosi
variabili di pomalidomide (da 0,5 a 3,5 mg al giorno), la risposta sull’anemia ¢
stata del 53% nei pazienti JAK2V®LF positivi con una splenomegalia palpabile
inferiore a 10 centimetri e con meno del 5% di blasti circolanti. Il trattamento é
risultato inefficace in coloro che erano JAK2 wild type, con splenomegalia
superiore a 10 cm o con piu del 5% di cellule blastiche circolanti.®> Il
trattamento e stato globalmente ben tollerato, con unico effetto collaterale
osservato rappresentato da una neuropatia sensoriale sviluppatasi in 4 dei 30

pazienti trattati per piu di un anno.

1.7.4  ANDROGENI E  AGENTI STIMOLANTI
L’ERITROPOIESI

| pazienti anemici si possono giovare di terapia con preparati ad azione
androgenica (fluoxymesterone, danazolo). La combinazione di un androgeno e
corticosteroidi pud consentire un miglioramento dell'anemia in alcuni pazienti.
Dopo un mese di terapia, nei pazienti responsivi, il trattamento con il
corticosteroide viene scalato, mentre I’androgeno viene continuato.

Tutti i pazienti trattati con androgeni dovrebbero eseguire un controllo periodico
dei test di funzionalita epatica. | pazienti di sesso maschile, dovrebbero essere

valutati per escludere un tumore prostatico prima dell’inizio della terapia. Nei
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pazienti di sesso femminile dovranno essere sottolineati gli effetti collaterali
virilizzanti.

I tassi di risposta sull’anemia nei pazienti trattati con androgeni sono variabili da
casistica a casistica, tra il 29 e il 57%.1%%156

In una casistica di 23 pazienti, la presenza di un profilo cromosomico normale
correlava con la percentuale di risposta: 92% rispetto al 22% in pazienti con
anomalie citogenetiche.!°®

In uno studio controllato su 24 pazienti affetti da neoplasie mieloproliferative
(piu della meta dei quali con mielofibrosi), una risposta al trattamento con
fluoxymesterone ¢ stato osservato in 4/14 (29%) pazienti.t>

Analoghe risposte sono state documentate con un altro farmaco androgeno, il
danazolo, a dosaggio variabile da 200 a 800mg al giorno.>"18

Risultati non conclusivi sono riportati con [’utilizzo di eritropoietina o
darbepoetina in pazienti con PMF,1°%180 anche se alcuni gruppi hanno riportato
risposte piu spesso in pazienti con anemia non-trasfusione dipendente e/o con
livelli di eritropoietina sierica inappropriatamente bassi.61-163

Il loro impiego é sconsigliato in pazienti con splenomegalia, per il rischio che

possano determinare un incremento dell’organomegalia.

1.7.5 SPLENECTOMIA

La splenomegalia e una caratteristica distintiva della mielofibrosi, spesso di
grandi dimensioni, puo arrivare ad occupare una buona porzione di addome.

La rimozione chirurgica della milza deve essere considerata per i pazienti che
hanno una splenomegalia sintomatica, cioé con sintomi da ingombro meccanico,
infarti splenici ricorrenti, anemia trasfusione-dipendente, trombocitopenia

refrattaria, cachessia o ipertensione portale. 164-168
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Tale procedura tuttavia & gravata da una certa morbilita e mortalita, anche nei
centri esperti, il tasso di mortalita della procedura é valutabile attorno al 10%.
Due grandi serie hanno analizzato le indicazioni, I’efficacia e le complicazioni in
oltre 300 casi di mielofibrosi sottoposti ad intervento chirurgico.165166

Le principali indicazioni alla procedura chirurgica sono state: 1’anemia
trasfusione-dipendente (25%) e splenomegalia con sintomi da ingombro
(49%).1%6 Un miglioramento della sintomatologia dolorosa da ingombro e stata
osservata nel 97% dei casi, nel 83% vi é stato un miglioramento del quadro di
ipertensione portale, nel 70% vi ¢ stato un miglioramento dell’anemia e nel 56%
della piastrinopenia.l® Tuttavia, i risultati a lungo termine sono stati meno
soddisfacenti nella seconda serie, rispettivamente del 49, 40, 50, e 30%.16°

La mortalita operatoria dopo splenectomia variava dal 7,5 al 9%, aumentando al
26% dopo tre mesi dalla procedura; la morbilita operatoria andava dal 31 al
46%. Nella prima serie i pazienti a maggior rischio di morte perioperatoria
erano quelli con milza di peso superiore a 2 Kg e con conta piastrinica inferiore a
70.000/microl.*®® Nella seconda serie, la mortalita operatoria era compresa tra il
5,5 e 7,6%, con una morbidita del 25%.1%¢

Una trombocitosi postsplenectomia superiore alle 450.000 e al 1.000.000 /ml si &
verificata nel 29 e nel 5% dei pazienti rispettivamente, ed era significativamente
associata a trombosi postoperatoria e a ridotta sopravvivenza.

Non é stato evidenziato un effetto della splenectomia in termini di incremento
della sopravvivenza globale, con mediana di 13 e 19 mesi dopo l'intervento nelle
due serie. Le principali cause di morte sono state le infezioni, eventi cardiaci o
trombotici, il sanguinamento e la trasformazione leucemica (che si € verificata
nel 11-16% dei pazienti).

La splenectomia non €& una procedura banale nella MF ed e associata a
complicanze postoperatorie sia a breve che a lungo termine. Le complicanze
post-chirurgiche includono I’emorragia intra-addominale, la formazione di

ascesso subfrenico, la sepsi, la trombocitosi massiva che puo causare trombosi
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(ad esempio, ictus, embolia polmonare, trombosi portale) e incremento
dell’epatomegalia, quale sede di emopoiesi extramidollare o sede di emocateresi
nel 16-24% dei casi.'06:167

La trombocitosi e 1I’epatomegalia possono essere transitoriamente controllate con
piastrinoaferesi e farmaci citotossici (per esempio idrossiurea o vinblastina). Al
fine di ridurre il rischio di trombosi venosa splancnica é ragionevole eseguire
una profilassi antitrombotica (ad esempio, un mese di terapia anticoagulante con
eparina a basso peso molecolare).

Grande discussione ¢’¢ stata nella comunita scientifica internazionale, circa il
potenziale della splenectomia nell’indurre la trasformazione leucemica.'®® Tutto
nasce dall’analisi di una serie retrospettiva di pazienti splenectomizzati, rispetto
ad un gruppo di "controllo” di pazienti che non erano stati sottoposti a
splenectomia. Tuttavia non € possibile trarre dati conclusivi a riguardo, anche in
considerazione del fatto che i pazienti splenectomizzati, per le stesse proprie
caratteristiche, sono i pazienti a maggior rischio di sviluppare una evoluzione

blastica.

1.7.6 TRAPIANTO ALLOGENICO

Il trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche, rappresenta 1’unica
terapia potenzialmente in grado di guarire i pazienti affetti da MF.

Tale procedura, in considerazione dei rischi intrinseci che comporta, e indicata
preferibilmente, a pazienti con eta inferiore a 60 anni. Considerando che la
mielofibrosi & una patologia tipica dell’eta avanzata, diagnosticata in meno del
30% nei pazienti al disotto di questa eta, si capisce come tale approccio sia
riservabile ad una quota molto minoritaria di pazienti.

La possibilita di eseguire il trapianto & anche limitata dalla disponibilita di un

donatore HLA-compatibile e dal rischio di complicazioni legate alla tossicita
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della chemioterapia sopramassimale impiegata e al rischio di malattia del
trapianto contro 1’ospite (GVHD) acuta e cronica. D'altro canto, 1’effetto
immunologico della GVHD diretto contro la malattia, € ben documentato dalla
risposta alla reinfusione dei linfociti (DLI) nei pazienti ricaduti post-trapianto,
dato che supporta la presenza di una graft versus MF.170-174

Data la morbidita e mortalita legate alla procedura trapiantologica, €
fondamentale la selezione del paziente.

Per tale motivo i pazienti giovani a rischio intermedio-2 o alto secondo
I’IPSS,%17 dovrebbero essere considerati per il trapianto fin dalla diagnosi. Nei
pazienti a basso rischio, che hanno una aspettativa di vita di 10-15 anni con
terapia di supporto, con mortalita correlata al trapianto di almeno 1'8%, non vi e
chiara indicazione al trapianto.}’® Fino a quando non saranno disponibili studi
specifici su questa categoria di pazienti, una valida strategia e quella di proporre
il trapianto in caso di comparsa di un ulteriore fattore di rischio, ossia quando

I’aspettativa di vita si riduca a 5 anni,164170.177.178

Uno dei piu importanti studi condotti a riguardo é rappresentato da un’analisi
retrospettiva su 147 pazienti affetti da mielofibrosi sia primaria che secondaria
(eta media 53 anni, range: 20-68); il 59% dei quali trapiantati da donatore
familiare compatibile e condizionati con regime mieloablativo nel 31% dei casi.
Il 54% dei pazienti trattati con regime di condizionamento ad intensita ridotta
(RIC) erano a rischio IPSS intermedio-2 e alto e il 24% era stato avviato a
trapianto in fase Dblastica. Di quelli che invece avevano ricevuto un
condizionamento mieloablativo, il 39% era a rischio intermedio-2/alto e il 15%
era evoluto a franca leucemia acuta. Non si & osservata alcuna differenza tra i
due regimi di trattamento in termini di overall survival e non-relapse mortality.

I1 90% dei soggetti ha attecchito; i fattori che hanno influenzato favorevolmente

I’engraftment sono stati: splenectomia eseguita prima del trapianto, un donatore
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familiare HLA-identico, 1’utilizzo di cellule staminali emopoietiche prelevate da
sangue periferico e I’assenza di piastrinopenia prima del trapianto.

A distanza di 4 anni dal trapianto I’overall survival, la sopravvivenza libera da
progressione e la non-relapse mortality sono stati del 39, 32, e 39%,
rispettivamente. All'analisi multivariata, il donatore familiare HLA-identico, la
fase cronica di malattia e la splenectomia pretrapianto nei maschi, correlavano
con una migliore overall survival.

La sopravvivenza a 4 anni era significativamente migliore nei pazienti con MF
secondaria a PV ed ET (52%) piuttosto che nei portatori di forma primaria
(33%).

Un altro studio ha valutato 55 pazienti con mielofibrosi primaria (eta media 42
anni) sottoposti a trapianto allogenico; il 90% dei quali aveva attecchito.'’”® La
sopravvivenza globale a cinque anni ¢ stata del 47%; 22 pazienti (40%) hanno
ottenuto la remissione completa ematologica e istologica, con regressione della
fibrosi. A 5 anni erano vivi 1’83, il 43, e il 31% dei pazienti a basso, intermedio e
alto rischio (Lille-score).* Il livello di emoglobina superiore a 10 g/dl e lI'assenza
di osteomielosclerosi, sono risultati predittivi di migliore sopravvivenza a cinque
anni; il cariotipo anormale, lI'assenza di GVHD acuta grado 2-4 e 1’eta superiore

a 45 anni al momento del trapianto, sono risultati predittivi di fallimento.*”

Sebbene 1’ultimo degli studi citati indichi una sopravvivenza stimata a 5 anni del
14% in pazienti trapiantati con eta superiore a 45 anni,}’>® un report
preliminare di Seattle, mostra per i pazienti in quella fascia di eta, tassi di
sopravvivenza libera da malattia a tre e cinque anni rispettivamente del 63 e
50%.180

Il sottogruppo MPN del Chronic Malignancies Working Party dell’European

Group for Blood and Marrow Transplantation, ha riportato una casistica di 250
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pazienti consecutivi con una diagnosi iniziale di PV (n = 120) o ET (n = 130),
sottoposti a trapianto allogenico tra il 1994 e il 2010. Di questi, 193 sono stati
sottoposti ad allo-trapianto per progressione a mielofibrosi; il 46% e stato
trapiantato da donatore familiare e condizionato con regime mieloablativo nel
30% dei casi.!8!

L'eta media dei soggetti al momento del trapianto era 56 anni (range: 22-75),
I’intervallo diagnosi-trapianto era maggiore ai 10 anni nel 52% dei soggetti.

La sopravvivenza stimata a tre anni, il tasso di recidiva e la mortalita senza
recidiva per i pazienti trapiantati perché evoluti in franca mielofibrosi e stata del
62, 28 e del 27%, rispettivamente, con un follow-up mediano di 13 mesi dal
momento del trapianto.

I principali fattori che hanno inciso negativamente sull’outcome sono stati I’eta

superiore ai 55 anni e la presenza di un donatore non familiare.

Alcuni studi iniziali sembravano deporre per un attecchimento ritardato nei
pazienti con fibrosi midollare molto avanzata. Tuttavia, studi successivi hanno
documentato che 1’attecchimento non rappresenta un problema nella maggior
parte dei pazienti con MF.

Cio é stato confermato anche in uno studio su 33 pazienti con severa fibrosi
midollare, confrontati con 33 controlli senza mielofibrosi; non vi era alcuna

differenza tra i due gruppi in termini di attecchimento.82

Mentre i primi dati provenienti da due diversi studi non mostravano alcun
vantaggio significativo nell’eseguire la splenectomia pre-trapianto,'818 |o
studio citato sopra rilevava un vantaggio in termini di sopravvivenza, nei
pazienti di sesso maschile splenectomizzati pre-trapianto (HR 0,29; 95 % CI
0,17-0,48). 182
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Un altro punto importante di discussione sul trapianto é la scelta del regime di
condizionamento, mieloablativo o a intensita ridotta.

Una serie di studi ha riportato dei buoni risultati, con 1’uso di regimi ad intensita
ridotta nei pazienti con PMF; nella maggior parte dei report, le risposte erano
migliori quando venivano impiegati donatori familiari, rispetto ai donatori da
registr0.17°’171'185'194

In tre serie di pazienti (eta media 55-56 anni; range: 32-73), la mortalita correlata
al condizionamento é stata riportata dal 16 al 22% ad un anno, con event-free
survival e overall survival stimati a 5 anni dal 46 al 51 e dal 62 a al 67%,
rispettivamente, 189191194

Anche pazienti piu anziani, selezionati in maniera accurata, hanno potuto
beneficiarsi del trapianto allogenico. Cio € stato dimostrato in un‘analisi
retrospettiva di 30 pazienti con un'eta media di 65 anni (range: 60-78), nella
maggior parte dei quali e stato impiegato un regime di condizionamento al
trapianto ad intensita ridotta.’®® La mortalita al giorno +100 post-trapianto ¢ stata
del 13%, con progression-free survival e overall survival a 3 anni del 45 e del

40%, rispettivamente.

Sono stati inoltre valutati score predittivi di una peggiore prognosi
trapiantologica nella mielofibrosi.

In uno studio su 46 pazienti con PMF e un'eta media di 51 anni, i fattori negativi
per la sopravvivenza includevano il precedente supporto trasfusionale con piu di
20 unita di globuli rossi, una milza di dimensioni superiore a 22 cm e 1'uso di un
donatore non familiare.!*®° | soggetti con zero o un fattore (basso rischio), o due o
piu (alto rischio) fattori avversi, avevano sopravvivenze a 5 anni del 77 e 8%,
rispettivamente. Altre caratteristiche prognosticamente sfavorevoli per i pazienti
sottoposti a trapianto condizionato con regimi a ridotta intensita, erano la
negativita per la mutazione di JAK2, un’eta superiore a 57 anni e la presenza di

sintomi costituzionali.1%
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Il condizionamento non mieloablativo ha dimostrato la possibilita di ottenere il
chimerismo completo, con negativizzazione della mutazione JAK2 quando
presente (remissione completa molecolare).’®¢°" Questo & stato dimostrato in
maniera convincente in uno studio su 162 pazienti con mielofibrosi, sottoposti a
trapianto condizionato con regime ad intensita ridotta, in cui la mutazione
JAK2VEI'F era presente in 139 soggetti.!’®* All'analisi multivariata, la
sopravvivenza globale a cinque anni era significativamente piu lunga nei
pazienti mutati per JAK2 rispetto ai non mutati (70 contro 44%). Nessuna
differenza di risultato é stata osservata in base alla carica allelica. L’ottenimento
della negativizzazione di JAK2V6''F nel sangue periferico a sei mesi dopo il
trapianto era significativamente associata a una ridotta incidenza di recidiva (5
contro 35%).

Per i pazienti che falliscono o ricadono post-trapianto, 1’esperienza ¢ limitata ¢
non vi sono linee guida specifiche. In uno studio condotto su 26 pazienti con
mielofibrosi recidivati post-trapianto o0 con mancato attecchimento dopo
trapianto, trattati con la DLI, 10 hanno raggiunto la remissione completa.l’®
Tredici dei 16 che non hanno risposto alla DLI e quattro che non erano stati
sottoposti a tale procedura, sono stati sottoposti ad un secondo trapianto, con
risposta osservata in 12/17. Dopo un follow-up mediano di 27 mesi, 1’overall
survival e la progression-free survival a due anni per tutti i 30 pazienti e stata del
70 e 67%, rispettivamente. Tali dati suggeriscono la possibile efficacia della DLI
e dell’impiego di un secondo trapianto come terapia di salvataggio in questi

pazienti.
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1.7.7 RUXOLITINIB

La scoperta della mutazione V617F della tirosin-chinasi JAK2, ha dato il via allo
sviluppo di piccole molecole che inibiscono tale proteina, i cosiddetti inibitori di
JAK.

L’utilizzo di questi farmaci ha consentito 1’ottenimento di riduzioni significative
della splenomegalia, il miglioramento dei sintomi (ad esempio prurito,
stanchezza, sudorazione notturna, dolori ossei, calo ponderale) e, per taluni di
questi farmaci, anche il miglioramento dell’anemia.1%8-20%

Di questi, solo ruxolitinib e disponibile in commercio e approvato per l'utilizzo
nella mielofibrosi con splenomegalia sintomatica e con sintomi costituzionali.

E da notare il fatto che la risposta alla terapia & indipendente dalla presenza di
mutazione di JAK2, CALR, MPL, cosi come nei pazienti ad alto rischio
molecolare, suggerendo che D’efficacia di questi agenti ¢ legata ad una piu

generale inibizione del signalling JAK/STAT.206-209

La maggior parte delle informazioni cliniche derivate sull'uso degli inibitori di
JAK2 nella MF, deriva dall’inibitore di JAKI1/JAK2 ruxolitinib (Jakavi®,
Novartis). Ruxolitinib ha dimostrato [I'efficacia clinica nel ridurre la
splenomegalia e i sintomi nella MF, migliorando la qualita complessiva della

vita.?10

| principali risultati derivanti dagli studi di fase I/ll in 153 pazienti con MF
primaria o secondaria, indicavano come la dose iniziale di 15mg 2 volte al
giorno seguita da una titolazione personalizzata, fosse il regime di dosaggio piu
efficace e sicuro.

| pazienti con sintomi costituzionali (ad esempio la perdita di peso, stanchezza,
sudorazione notturna, prurito) avevano un rapido miglioramento. I risultati erano

associati ad una marcata diminuzione dei livelli circolanti di citochine
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inflammatorie (MIP-1beta, TNF-alfa, IL-6, ecc.). La risposta alla terapia era
indipendente dallo stato mutazionale di JAK2 e veniva attribuita alla
soppressione della fosforilazione di STATS3, punto chiave del signalling di JAK-
STAT.

| dati che hanno portato alla registrazione di ruxolitinib nel trattamento della
mielofibrosi derivano da due studi di fase Il (COMFORT-I condotto in
America, che confrontava ruxolitinib verso il placebo e COMFORT-II in
Europa, di confronto fra ruxolitinib e la terapia migliore disponibile). In questi
studi una riduzione maggiore del 35% del volume della milza in risonanza
magnetica (che corrisponde a circa a una riduzione del 50% di splenomegalia
palpabile) é stata osservata nel 28 e nel 42% dei pazienti trattati con ruxolitinib,
rispetto all’l e 5% in quelli trattati con placebo o con la migliore terapia
disponibile.?%62%7 |a riduzione del volume della milza & stata mantenuta nel 73 e
nel 50% dei soggetti arruolati del COMFORT-Il a 48 e 144 settimane di

terapia.?!t

Una riduzione superiore al 50% della sintomatologia si e osservata nel 46% dei
pazienti trattati con ruxolitinib, rispetto al 5% di quelli trattati con placebo.
L’anemia e la piastrinopenia erano frequenti effetti collaterali, di grado 3-4 nel
45 e nel 13% dei pazienti trattati con ruxolitinib. Tali tossicita sono state
generalmente ben gestibili, miglioravano nel corso del tempo, con aggiustamenti

di dose e solo raramente hanno portato alla sospensione del farmaco.?'!

A fronte di un netto miglioramento dei sintomi costituzionali e da ingombro
splenico, sono stati evidenziati solo dei modesti cambiamenti istomorfologici e
solo una minoranza di pazienti ha avuto una significativa riduzione della carica
allelica della mutazione V617F del gene JAK2, 211212
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Il trattamento inoltre non sembra ridurre il rischio di trasformazione leucemica,
che pu0 essere ridotto in questo momento solo con il trapianto allogenico di
cellule ematopoietiche.??

| pazienti devono essere informati degli effetti collaterali (ad esempio, 1’anemia
e trombocitopenia) prima dell’inizio della terapia, con conseguente necessita o
incremento di supporto trasfusionale, almeno all’inizio del trattamento. Se
necessario, la sospensione del farmaco dovrebbe essere graduale e associata ad
un breve ciclo di terapia corticosteroidea, al fine di minimizzare il rischio di

esacerbazione dei sintomi costituzionali.

Sono stati inoltre riportati casi di infezioni gravi batteriche, fungine, virali e
riattivazioni di TBC.24

Ruxolitinib ha dimostrato di alterare la funzione delle cellule dendritiche,
portando ad alterata attivazione delle cellule T, con conseguente alterazione della
risposta immunitaria.?® Un certo numero di case report suggeriscono un
aumento del rischio di infezione opportunistica a seguito del suo utilizzo.?16-2?2
Sono stati riportati rari casi di leucoencefalopatia multifocale progressiva
(PML).

Prima dell’inizio della terapia, tutti i pazienti devono essere sottoposti a
screening per fattori di rischio tubercolare (es, viaggi in paesi con alta
prevalenza, contatto con persone affette da tubercolosi attiva, anamnesi positiva
per tubercolosi attiva o latente). | pazienti dovrebbero essere sottoposti al test per
I'infezione tubercolare latente (quantiferon), prima di iniziare ruxolitinib. Quelli
con tubercolosi latente dovrebbero essere riferiti all’infettivologo, per I’inizio di

terapia profilattica con isoniazide.
Le dosi iniziali del farmaco attualmente raccomandate sono come da scheda

tecnica in rapporto alla conta piastrinica basale, 20 mg per os due volte al giorno

per una conta piastrinica superiore a 200.000/ml, 15 mg due volte al giorno per
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una conta piastrinica tra 100.000 e 200.000/ml e 5 mg due volte al giorno per
una conta piastrinica tra 50.000 e le 100.000/ml. Aggiustamenti del dosaggio
sono necessari in caso di insufficienza renale ed epatica e per i pazienti che

ricevono trattamento con inibitore del CYP3A4.

| tassi di sospensione del farmaco durante i vari studi, variavano dal 24 al 51%
durante il primo anno di trattamento e sono arrivati al 46-89% a tre anni.?!1223.224
Una grande variabilita della dose di partenza di ruxolitinib in questi studi (da 10
mg due volte al giorno fino a 200 mg una volta al giorno) potrebbe essere in
parte la responsabile di questi alti tassi di sospensione (ad esempio, inefficacia

farmaco alle dosi piu basse, eccesso di tossicita a dosi piu elevate).

Non e ancora del tutto chiaro se il miglioramento clinico in seguito all'utilizzo di
ruxolitinib, si traduce anche in un miglioramento della sopravvivenza globale.
Questo avviene a causa del disegno degli studi COMFORT, che prevedevano il
passaggio dei pazienti dal braccio placebo/miglior terapia disponibile a
ruxolitinib. Nessuno dei due studi COMFORT era in grado di mostrare un
miglioramento a breve termine della sopravvivenza globale, per i pazienti trattati
con ruxolitinib.

La valutazione ad un follow-up di due anni dello studio COMFORT-I, ha
rivelato un significativo vantaggio di sopravvivenza per ruxolitinib rispetto al
placebo (27 vs 41 decessi; HR 0,58; 95% CI 0,36-,95), con una riduzione del
42% del rischio di morte a 2 anni.?® Un vantaggio di sopravvivenza
significativo in favore di ruxolitinib rispetto alla migliore terapia disponibile, €
stata osservato anche nella valutazione del COMFORT-II, con follow-up di 144
settimane (19,9 contro 30,1 per cento di morti; HR 0,48; 95% Cl ,28-0,85).20%211
Un'analisi per sottogruppi con un follow-up di 151 settimane, in pazienti ad alto
rischio molecolare (HMR) e basso rischio molecolare (LMR), arruolati nello

studio COMFORT-II, ha indicato che ruxolitinib prolunga la sopravvivenza
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rispetto alla migliore terapia disponibile in entrambi i gruppi, anche se le
differenze non erano statisticamente significativa (HR 0,57; IC 95% 0,20-1,08 e
HR 0,62; IC 95% 0,33-1,16, per 'HMR e per il LMR, rispettivamente).

Negli studi di fase I/ll, in 107 pazienti con mielofibrosi intermedio-2 o alto
rischio, la sopravvivenza dei pazienti trattati, corretta per lo stato di rischio IPSS
era significativamente migliore rispetto alla corte storica non trattata (HR 0,58;
95% CI 0,39-0,85).2%4

Una revisione retrospettiva che confrontava una coorte storica di 350 pazienti
utilizzati per lo sviluppo del DIPSS mai trattati con ruxolitinib, con 100 pazienti
trattati con ruxolitinib nell'ambito dello studio COMFORT-2, evidenziava un
vantaggio di sopravvivenza nei pazienti trattati con ruxolitinib (3,5 contro 5 anni,
HR 0.61; 95% CI 0,41-0,91).2%
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1.7.8 INIBITORI DI JAK IN FASE DI
SPERIMENTAZIONE

Esistono numerosi altri inibitori di JAK in varie fasi di sperimentazione clinica,
2 dei quali attualmente in corso di studi di fase 3.

Momelotinib (CYT387), inibitore di JAK1/JAK2/TYKZ2, ha dimostrato efficacia
nel ridurre la splenomegalia e i sintomi correlati alla mielofibrosi. Un aspetto
molto interessante che lo differenzia da ruxolitinib € la sua capacita di indurre
risposte sull’anemia. In uno studio di fase 1/2 in pazienti con MF a rischio
intermedio-2/alto, momelotinib ha recentemente dimostrato di riuscire a ottenere
tassi di risposta sull’anemia del 59% e sulla splenomegalia del 48%.2% 1l 70%
dei pazienti trasfusione-dipendenti per globuli rossi (1 mese prima dell'ingresso
nello studio) ha ottenuto I'indipendenza trasfusionale.

Tuttavia, é stata osservata trombocitopenia di grado 3/4 nel 32% dei casi.

Il farmaco é attualmente in corso di valutazione in due studi di fase 3; uno in
doppio cieco, di confronto con ruxolitinib in pazienti affetti da mielofibrosi
primaria 0 secondaria a rischio intermedio-2/alto, mai trattati con inibitori di
JAK (NCTO01969838). L’altro in pazienti con MF, gia trattati con ruxolitinib,
con anemia e/o piastrinopenia (NCT02101268).

Pacritinib (SB1518), un inibitore di JAK2 e FLT3, si & dimostrato efficace nel
ridurre la splenomegalia e migliorare i sintomi costituzionali, con scarsa tossicita
ematologica, in particolare nei pazienti con piastrinopenia.

In uno studio comprendente 129 pazienti con MF trattati all’interno di 2 studi
clinici di fase 1/2, il 43% dei pazienti con conta piastrinica basale inferiore a
100.000/ml e il 38% dei pazienti con conta inferiore alle 50.000/ml hanno
ottenuto una riduzione di almeno il 35% del volume della milza.??’

Come per altri inibitori di FLT3, la maggior parte degli eventi avversi sono stati

gastrointestinali, ma per lo piu lievi. Il 46% dei pazienti con conta piastrinica
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inferiore a 100.000/ml, non ha evidenziato variazioni significative dei valori di
emoglobina e piastrine.

Il farmaco e attualmente in fase di confronto con la miglior terapia disponibile in
2 studi di fase 3, in pazienti con MF non piastrinopenici (PERSIST-I,
NCTO01773187) e piastrinopenici (PERSIST-1I, NCT02055781).

Lo studio di diversi inibitori di JAK e stato interrotto per effetti avversi. La
sperimentazione clinica di Fedratinib (SAR302503), un inibitore di JAK2V617F e
FLT3 é stata interrotta, nel novembre 2013, a seguito di complicazioni
neurologiche, tra cui encefalopatia di Wernicke. Tuttavia, la sua efficacia
sembrava essere significativa nei pazienti con MF e documentata in uno studio
di fase 3, randomizzato controllato, con placebo in doppio cieco (JAKARTA).??8
Analogamente, gli sviluppi di CEP-701, XL019, LY278544, BMS-911543, e
AZD1480 sono stati interrotti a causa degli effetti collaterali ematologici,

gastrointestinali, neurologici e/o per insufficiente attivita.

1.7.9 TERAPIE SPERIMENTALI

Come sopra descritto la patogenesi della mielofibrosi appare molto complessa e
diversamente dalla leucemia mieloide cronica, dove una singola alterazione
genera la malattia, in questo caso molte mutazioni concorrono allo sviluppo e
all’espressione delle caratteristiche cliniche di tale patologia. Per questo motivo
e intuibile come una mono-terapia non possa essere in grado di indurre la
guarigione. La sfida dei prossimi anni sara quella di trovare nuovi target
terapeutici e di migliorare i risultati ottenuti con i farmaci disponibili,

combinandoli con nuove molecole.
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1) Inibitori dell’istone deacetilasi e ipometilanti

Molto interesse € stato posto riguardo la regolazione epigenetica. La presenza di
mutazioni somatiche a carico di TET2, DNMT3A, EZH2, ASXL1 e IDH1/2,
hanno suggerito come una loro alterazione funzionale possa essere concausa
della patologia.

Mutazioni a carico di ASXL1, EZH e IDH1/IDH2 sono risultate essere fattori
prognostici negativi indipendenti.

Per tali motivi numerosi studi sono in corso, per valutare diversi inibitori
dell’istone deacetilasi e agenti ipometilanti.

Sono stati pubblicati i risultati di uno studio di fase 1 che ha impiegato
panobinostat (LBH589), inibitore dell’istone deacetilasi, in 5 pazienti trattati con
piu di 6 cicli di terapia.??® La splenomegalia si &€ normalizzata in 3 su 5 pazienti,
e la malattia & rimasta stabile negli altri 2. Due pazienti hanno sperimentato un
miglioramento dei livelli di emoglobina; 1 paziente ha ottenuto la remissione
completa e un altro paziente ha normalizzato la fibrosi midollare. E stato inoltre
osservato un miglioramento dei sintomi. La tossicita ematologica € stata
predominante, con piastrinopenia occorsa nella maggior parte dei pazienti,
inoltre il 39 e 17% dei pazienti ha sviluppato anemia e neutropenia grado 3-4. In
un altro studio di fase 2 che valutava dosi maggiori (40 volte mg tre volte a
settimana), & stata osservata una riduzione della carica allelica di JAK2V6L'F e dei
livelli di citochine inflammatorie. Tuttavia, solo 1 paziente (3%) ha ottenuto una
risposta clinica.?® Inoltre, solo 16 di 35 pazienti arruolati, ha potuto completare
pit di due cicli di terapia a causa degli effetti collaterali, con piastrinopenia e
diarrea come eventi avversi molto comuni. Questi studi suggeriscono come un
dosaggio piu basso, pari a 30 mg tre volte alla settimana, possa essere quello
ideale.

Studi preclinici forniscono il razionale per combinare panobinostat con gli
inibitori di JAK. In uno studio su linee cellulari panobinostat e fedratinib

inibivano in maniera sinergica la via di segnalazione JAK/STAT, aumentando
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leffetto citotossico, rispetto all’agente singolo.?®! Inoltre, in modelli preclinici
murini di malattia simil-MF, la combinazione di ruxolitinib e panobinostat
determinava un’efficacia sinergica con ridotta crescita clonale e miglioramento
della fibrosi.?*? Alla luce di questi dati, sono in corso degli studi di combinazione
con ruxolitinib e panobinostat in pazienti con MF (NCT01433445 e
NCT01693601). Un altro inibitore dell’istone deacetilasi, givinostat, e stato
valutato in uno studio di fase 2 multicentrico in 16 pazienti affetti da
mielofibrosi.?*® Gli effetti indesiderati gastrointestinali sono risultati piuttosto
comuni (62%), cosi come quelli ematologici (anemia grado 1-2 nel 21% e
piastrinopenia grado 1-2 nel 10%). Le percentuali di risposta sono risultate
piuttosto basse, con solo 3 pazienti (19%) che hanno mostrato una risposta
sull’anemia (n = 1) o splenomegalia/sintomi (n = 2). In un altro studio, il
vorinostat, ha consentito un tasso di risposta del 14% in 14 pazienti con MF, a
fronte di una significativa tossicita.?3

Tra gli agenti ipometilanti, la 5-azacitidina e stata valutata in uno studio di fase
2, in 34 pazienti affetti da MF. Il suo impiego ha determinato la completa
ipometilazione, ma solo 8 pazienti hanno risposto (24%, 1 con ottenimento di
remissione parziale e 7 con miglioramento clinico).?®® La durata mediana della
risposta & stata di soli 4 mesi e la tossicita ematologica e stata relativamente
comune (neutropenia grado 3-4 nel 29%). La decitabina, altro agente
ipometilante, é stata studiata in 21 pazienti con MF; 7/19 pazienti valutabili
hanno risposto (1 remissione completa, 2 remissioni parziali e 4 con
miglioramento ematologico), anche se non sono state riportate riduzioni delle
dimensioni spleniche. A fronte di queste risposte, la tossicita ematologica é stata
significativa, con neutropenia e piastrinopenia di grado 3-4 nel 95 e 52% dei
pazienti, rispettivamente.?®® E attualmente in corso uno studio di fase 3, di

combinazione (NCT01787487) con ruxolitinib e 5-azacitidina.
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1) Farmaci per superare la resistenza agli inibitori di JAK

Al fine di superare i meccanismi di resistenza agli inibitori di JAK. Sono in
corso degli studi per valutare I’efficacia di farmaci inibitori della Heat Shock
Protein 90 (HSP90) Le HSP sono una famiglia di chaperonine, che favoriscono il
ripiegamento e la stabilita delle proteine. Piu specificamente, HSP90 modula
l'attivita di circa 200 proteine, molte delle quali partecipano a vie di
segnalazione oncogeniche, inclusa la via di JAK/STAT.Z” 1l razionale
all’impiego di questi farmaci, € dovuto al fatto che nonostante 1’inibizione di
JAK, con gli inibitori attualmente disponibili, JAK2 rimane costantemente
fosforilato, permettendo la eterodimerizzazione con altri membri della famiglia
JAK, compresi JAK1 e TYK2,%8 consentendo la prosecuzione del segnale e
conferendo resistenza alla cellula neoplastica. Le cellule divenute resistenti agli
inibitori di JAK2 vanno incontro a morte, se messe a contatto con un inibitore di
HSP90, PU-H71. Dati preclinici recenti hanno anche dimostrato una maggiore
efficacia quando PU-H71 viene combinato con un inibitore di JAK.?*
L'inibizione di HSP90 (in particolare con AUY922) ha inoltre portato alla
degradazione proteolitica di JAK2 sia wild-type che mutato.?*® Attualmente & in
corso uno studio di fase 2 con AUY922, nei pazienti con MF primaria o
secondariaa PV e TE (NCT01668173).

Altri interessanti target di terapia sono rappresentati dalla via di segnale
fosfatidil-inositolo 3-fosfatochinasi (PI3K)/mTOR/AKT, via che si colloca a
valle di JAK/STAT. L'esposizione in vitro a everolimus, inibitore di mTOR,
diminuisce la proliferazione delle cellule con la mutazione JAK2V617F 241 Questo
agente € stato anche impiegato in 39 pazienti con MF, in uno studio
multicentrico di fase 1-2. Sei pazienti hanno ottenuto un miglioramento clinico
(la splenomegalia é diminuita in 5 pazienti, i livelli di emoglobina aumentati in 1
paziente) e 1 paziente ha raggiunto la remissione parziale; i rimanenti 23 pazienti
hanno mantenuto la stabilizzazione della malattia. La tossicita ematologica ha

rappresentato un evento molto frequente, con il 27% dei pazienti che ha mostrato
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anemia di grado 2-3, mentre il 7% e il 3% ha mostrato grado 2, rispettivamente.
Lieve mucosite & stata osservata nel 70% dei pazienti. E stato segnalato un
effetto sinergico della inibizione della via PI3BK/AKT/mTOR e di JAK,?* e uno
studio di fase 1b é in corso per valutare la sicurezza di ruxolitinib con buparlisib
(BKM120, un inibitore di PI3K; NCT01730248).

2) Inibitori della via RAS/RAF/MEK

Il pathway di RAS/RAF/MEK & coinvolto in una vasta gamma di funzioni
cellulari, tra cui la proliferazione, la migrazione, il trasporto nucleare, la
processazione di MRNA.?* L’inibitore di MEK, GSK1120212 (NCT00920140)
e pimasertib (AS703026; NCT00957580) sono attualmente in fase di studio in
pazienti con neoplasie ematologiche. Data la stretta interazione tra il pathway
JAK/STAT e il pathway RAS/RAF/MEK,*42% che viene attivato dalla
mutazione JAK2V6L7F 246 gccorrono ulteriori studi in vitro preclinici, prima di

poterne valutare la combinazione con ruxolitinib

3) Farmaci che interagiscono con la fibrosi

Il Transforming growth factor-b (TGFp) puo avere un ruolo nel promuovere la
fibrosi midollare. L’enzima lisil-ossidasi € coinvolto nella proliferazione dei
megacariociti e nella generazione di fibrosi, rappresentando cosi un potenziale
bersaglio terapeutico.?*” 1l fresolimumab (GC1008, NCT01291784), un
anticorpo  monoclonale diretto contro il TGFB e attualmente in fase di
valutazione in uno studio di fase 1. In modelli murini il simtuzumab (GS-6624),
un anticorpo monoclonale diretto contro la lisil-ossidasi, ha dimostrato di essere
in grado di ridurre la fibrosi ed e attualmente in corso di valutazione nella
mielofibrosi, da solo o in combinazione con ruxolitinib (NCT01369498). Inoltre,
PRM-151, un agente usato nel trattamento della fibrosi polmonare idiopatica, €
stato valutato in uno studio di fase 2 in pazienti con MF, da solo o con

ruxolitinib.248
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4) Inibitori delle telomerasi

Il ruolo dei telomeri e delle telomerasi come bersaglio terapeutico € un campo in
continua evoluzione. La telomerasi € un enzima responsabile del mantenimento
dei telomeri, che ricoprono e proteggono le estremita dei cromosomi. | telomeri
sono costituiti da copie in tandem di una semplice ripetizione di DNA
(TTAGGG), che viene sintetizzato dall'enzima telomerasi. Nelle cellule che
mancano di telomerasi, i telomeri si accorciano ad ogni replicazione e questo
impatta negativamente sulla durata della sopravvivenza cellulare.?*® Dopo un
numero finito di divisioni cellulari, le cellule senza telomerasi subiscono un
arresto della crescita, chiamato senescenza replicativa. Durante lo sviluppo del
cancro, questo limite pone un ostacolo alla crescita delle cellule tumorali le
quali, nella grande maggioranza dei casi superano questo meccanismo,
inattivando inizialmente importanti punti di controllo del ciclo cellulare e, infine,
aumentando 1’espressione della telomerasi, quando i telomeri diventano troppo
corti.?® Questa riattivazione della telomerasi stabilizza i telomeri ed estende la
durata della vita cellulare. Per sfuggire alla senescenza la grande maggioranza
dei tumori up-regola le telomerasi, tale meccanismo viene rilevato in piu del
85% di tutti i casi di cancro,?%2 rendendo I'enzima un valido bersaglio per la
terapia antitumorale. Nelle cellule tumorali, l'inibizione della telomerasi ha
dimostrato I’accorciamento dei telomeri e, dopo un numero finito di divisioni
cellulari, ’induzione dell’apoptosi.?®32%*

Imetelstat, un potente inibitore della telomerasi, che si distribuisce in modo
specifico nel midollo osseo, ha dimostrato di poter ottenere remissioni complete
molecolari e di normalizzare la fibrosi.?®> La mielosoppressione e la tossicita
epatica sono stati gli effetti collaterali osservati piu frequentemente. 1l farmaco
verra testato nel prossimo futuro in uno studio di fase I, in pazienti resistenti ad
inibitori di JAK.
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1.8 OBIETTIVI DELLO STUDIO

Dalla analisi della letteratura emerge chiaramente I’eterogencita clinica di tale
patologia, che esordisce spesso in eta avanzata, laddove numerose possono
essere le comorbiditda presenti. Come dimostrato dalla molteplicita dei
trattamenti possibili ad oggi non esiste una risposta terapeutica univoca per tutti i
pazienti e i tassi di risposta ai vari trattamenti differiscono significativamente tra
gruppi di pazienti.

Nel presente studio si € voluti andare ad analizzare I’impatto delle comorbidita e
della superficie corporea sull’efficacia al trattamento con Ruxolitinib, il primo e
al momento, unico inibitore di JAK1/JAK2 approvato per il trattamento dei
pazienti con MF con splenomegalia e/o sintomi.

Numerosi sono stati i report, in altre patologie oncologiche, dell’impatto delle
comorbidita sulla sopravvivenza. Nella Leucemia mieloide cronica, il gruppo
tedesco ha dimostrato che la presenza di comorbidita, pesate tramite il Charlson
comorbidity index (CCI) correlava con una riduzione dell’aspettativa di vita
indipendentemente dalla risposta ottenuta col trattamento.?*® In aggiunta, le
comorbidita predicevano una prognosi peggiore in pazienti affetti da MF.%7 In
aggiunta, il body mass index (BMI) risulta rilevante nei pazienti affetti da
cancro. 8

Ruxolitinib, il primo farmaco ad azione molecolare, approvato per il trattamento
della splenomegalia e dei sintomi costituzionali € stato sperimentato in studi
clinici randomizzati (i trial COMFORT e lo studio JUMP) che ne hanno
documentato 1’efficacia e un probabile effetto benefico sulla sopravvivenza.
Tuttavia, ’impatto delle comorbidita non ¢ stato valutato sistematicamente in
questi studi che di fatto escludevano i pazienti piu fragili.?%62972% per tale
motivo, un panel di esperti dell’European LeukemiaNet/SIE ne sconsigliava

I’utilizzo nei pazienti piu defedati.?®
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Da qui, la necessita di valutare 1’efficacia di ruxolitinib, nella pratica clinica
quotidiana al di fuori del contesto dei trial clinici. Come gia descritto, 1’eta
mediana dei pazienti con Mielofibrosi & avanzata, per cui risulta deducibile come
la popolazione degli studi non possa necessariamente rappresentare quella che
guotidianamente viene vista negli ambulatori di ematologia.

L’elevata frequenza di episodi infettivi registrati nei trial clinici sottolinea
I’importanza della selezione del paziente candidato a terapia con ruxolitinib e
impone la ricerca di fattori predittivi di un aumentato rischio infettivo.

In risposta a queste esigenze, abbiamo raccolto i dati clinici relativi a 462
pazienti trattati con ruxolitinib presso 23 centri ematologici europei dal 2011,
valutando I’impatto delle comorbidita e del BMI sulle risposte cliniche e sugli

effetti collaterali ematologici ed extraematologici
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CAPITOLO I

Descrizione dello studio
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2.1 ’ZIMPATTO DELLE COMORBIDITA’ E DEL BMI
SULL’EFFICACIA DEL TRATTAMENTO CON
RUXOLITINIB NEL TRATTAMENTO DELLA
MIELOFIBROSI

2.1.1 RECLUTAMENTO DEI PAZIENTI

Dal Giugno 2011 al Novembre 2016, 462 pazienti consecutivi hanno ricevuto
terapia con ruxolitinib presso 23 Centri Ematologici europei. Di questi, 234
erano stati precedentemente arruolati nell’ambito di protocollo sperimentale di
fase Illb (JUMP, NCT01493414) e 168 con richiesta compassionevole o con
I’uso commerciale.

Per ogni paziente sono stati raccolti i seguenti dati alla diagnosi: eta, emocromo,
esami biochimici, eventi trombotici o emorragici pregressi, neoplasie pregresse,
cariotipo (se disponibile), epatomegalia, splenomegalia, presenza di sintomi
costituzionali, TSS, stato mutazionale del gene JAK2, CALR e MPL, eventi
trombotici 0 emorragici pregressi. Tutti i pazienti sono stati classificati secondo
I’IPSS e DIPSS,*" in base alle seguenti caratteristiche: eta > di 65 anni,
presenza di sintomi sistemici (sudorazioni, calo ponderale, febbre), presenza di
cellule blastiche circolanti, leucocitosi >25.000/mmc e/o anemia con
concentrazione emoglobinica inferiore a 10 g/dl.

Il motivo per I’inizio della terapia, era nella totalita dei pazienti rappresentato
dalla presenza di splenomegalia sintomatica e/o di sintomi sistemici, come da
indicazione FDA/EMEA.

In tutto 402 (87%) pazienti erano valutabili per le comorbidita tramite il
Charlson Comorbidity Index (CCl),2%* di cui 380 (82.3%) lo erano anche per il
body mass index (BMI). Il BMI e CCI erano misurati all’inizio della terapia con
ruxolitinib. Il BMI e calcolato come il peso corporeo in Kg diviso per il quadrato

dell’altezza in m. Il CCI ¢ una lista di 19 comorbidita, il cui peso variada 1 a 6,
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a seconda delle stime di rischio relativo calcolate col modello di regressione
nello studio clinico di Charlson et al.?5!

Le caratteristiche dei pazienti sono riportate nella tabella 1.

2.1.2 OBIETTIVI

In questo studio e stata eseguita un’analisi sull’impatto delle comorbidita
calcolate con CCI e del BMI sull’efficacia di tale trattamento, in termini di
riduzione della splenomegalia e dei sintomi sistemici e degli effetti collaterali
ematologici ed extra-ematologici, in un’ampia popolazione di pazienti affetti da
MF, seguiti per un lungo periodo di tempo presso 23 Centri Ematologici
Europei. Lo scopo ultimo e quello di migliorare la selezione del paziente

candidato al trattamento con ruxolitinib

2.1.3 DEFINIZIONI

La definizione di risposta sulla splenomegalia richiedeva un calo delle
dimensioni del 50%, se la milza al momento basale superava i 10 cm dall’arco
costale o una sua scomparsa nel caso fosse inferiore a tale valore, una
splenomegalia inferiore a 5 cm non era valutabile per risposta. Le diagnosi di
Leucemia Acuta e di Mielofibrosi, sono state poste in ottemperanza ai criteri
WHO e IWG-MRT %62

Sono stati valutati sintomi quali astenia, prurito, osteoartralgie, sudorazioni,
febbre, calo ponderale e sono stati “gradati” secondo la classificazione CTCAE e
tramite il questionario TSS.

Gli eventi infettivi registrati, sono stati obiettivamente documentati mediante
esame obiettivo, prelievo microbiologico, radiografia o tomografia assiale

computerizzata e sono stati misurati secondo il CTCAE (maggiore di grado 2).
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2.1.4 TERAPIA

Ruxolitinib € stato somministrato a pazienti affetti da MF a rischio IPSS
intermedio-1/intermedio-2/alto con splenomegalia e/o sintomi costituzionali. La
dose di inizio di ruxolitinib e stata di 20 mg due volte al giorno se la conta
piastrinica superava le 200.000/mmc, di 15 mg due volte al giorno per conta tra
le 100.000 e le 200.000/mmc e di 5 mg due volte al giorno in caso di piastrine tra
le 50 e le 100.000/mmc. Per motivi di sicurezza, sono state fatte riduzioni della
dose iniziale, in pazienti con anemia o con insufficienza renale. Nei pazienti che

sviluppavano un’evoluzione di malattia veniva interrotto il trattamento.

2.1.5 ANALISI STATISTICA

Le variabili continue sono state sintetizzate come mediana e range o media e
deviazione standard a seconda dell’analisi statistica effettuata; le variabili
categoriche come conta e frequenza di ciascuna. Per il confronto tra gruppi di
pazienti, sono stati utilizzati il Wilcoxon-Mann-Whitney rank-sum test o lo
Student’s t-test, quando venivano paragonati due gruppi, ’ANOVA o il Kruskal-
Wallis tests, quando venivano paragonati 3 gruppi; l’associazione tra due
variabili categoriche ¢ stata testata con il test esatto di Fisher o il y2. L overall
survival (OS) e il progression-free survival (PFS) sono stati calcolati secondo il
metodo di Kaplan e Meier,?% dalla data della diagnosi fino a quella di morte o
dell’ultimo controllo, con un intervallo di confidenza del 95% (CI 95%); nel
caso del PFS anche la progressione a leucemia acuta e stata considerata come
evento. Le differenze tra i gruppi sono state valutate con il Log-rank test. La
sopravvivenza e la PFS sono state calcolate dall’inizio della terapia con
ruxolitinib e pertanto 1’analisi ¢ stata corretta per il fenomeno del “left
truncation”. Inoltre, ¢ stato utilizzato il modello di regressione multivariata a
rischi proporzionali di COX per aggiustare 1’outcome a seconda della categoria
di rischio DIPSS di partenza. L’incidenza cumulativa di infezione & stata

calcolata considerando la morte come evento competitivo, secondo il modello di
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Fine e Gray. Tutti i valori di p sono “two-sided” ¢ la significativita statistica &
definita per p<0.05. Tutte Le analisi statistiche sono state effettuate con il

programma STATAILS.

2.2 RISULTATI

2.2.1 CARATTERISTICHE DEI PAZIENTI ALLA DIAGNOSI
Le caratteristiche approfondite dei pazienti alla diagnosi sono rappresentate nella

tabella 1.
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Characteristics

Patients (n. 402)

Male sex, n. (%)

233 (58.0%)

Primary MF, n. (%)

212 (52.7%)

Post-PV MF, n. (%)

117 (29.1%)

Post-ET MF, n. (%)

73 (18.2%)

DIPSS risk score, on 363 evaluable patients, n. (%)
Intermediate-1

156 (43.0%)

Intermediate-2 183 (50.4%)

High 24 (6.6%)
Median hemoglobin, g/dl (range) 10.7 (4.7-16.7)

Transfusion dependence, n. (%) 102 (25.4%)
Median platelet count, x10°/1 (range) 248.5 (32.9-1632)
Palpable spleen, n. (%) 386 (96.0%)

Spleen >10 cm, n. (%)

252 (62.7%)

Median Body Mass Index (BMI), n. (% on 380 evaluable patients)

23.9 (15.5-33.3)

BMI <21.9 (first quartile) 96 (25.2%)

BMI 21.9-24.9 (normal weight) 142 (37.4%)

BMI >25 (overweight) 142 (37.4%)
Unfavorable karyotype, n. (% on 213 evaluable patients) 16 (7.5%)
IAK2"F n. (% on 321 evaluable patients) 282 (87.9%)
CALR, n. (% on 321 evaluable patients) 26 (8.1%)
MPL, n. (% on 321 evaluable patients) 1(0.3%)
Triple negative, n. (% on 321 evaluable patients) 12 (3.7%)

Median time from MF diagnosis to ruxolitinib start, months

16.1 (0-290.5)

Ruxolitinib starting dose, n. (%)
5mg BID
10 mg BID
15 mg BID
20 mg BID

55 (13.7%)
38 (9.5%)
103 (25.6%)
206 (51.2%)

Median follow-up from ruxolitinib start, months (range)

23.1 (1.1-68.0)

Tabella 1. Caratteristiche dei pazienti

e DATICLINICI

L’eta mediana della coorte ¢ di 64 anni (range, 39-89), il sesso piu colpito ¢
risultato essere quello maschile (233/402, 58%). 282 dei 321 pazienti valutabili
(87.9%) erano portatori della mutazione V617F del gene JAK2, 26 (8.1%) della
mutazione di CALR, 1 paziente era mutato per il gene di MPL (0.3%) e 12

(3.7%) erano triplo-negativi. All’esame obiettivo la splenomegalia era presente
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in 386 pazienti (96%), e in 252 (62.7%) superava i 10 cm dall’arcata costale.
Duecento-dodici pazienti (52.7%) erano affetti da mielofibrosi primaria, 73
avevano una forma secondaria a TE (18.2%) e 117 a PV (29.1%). | sintomi
legati alla malattia e valutati con il TSS erano presenti in 379 pazienti (94%). Il
rischio DIPSS era intermedio-1 in 156 (43%), intermedio-2 in 183 (50.4%) e alto
in 24 (6.6%) pazienti. Il cariotipo era disponibile in 213 pazienti (52%), di
questi, 16 pazienti (7.5%) avevano alterazioni citogenetiche prognosticamente
sfavorevoli. La mediana delle piastrine era 249 x10%L g/dl (range, 33-1632),
I’emoglobina mediana era 10.7 g/dl (range, 4.7-16.7). All’inizio della terapia
con ruxolitinib, 102 pazienti erano trasfusione-dipendenti (25.4%).
Cento-novantotto pazienti (49.2%) non presentavano comorbidita, 128 (31.8%)
avevano un CCI pari a 1-2 e 76 (40.7%) uguale o maggiore a 3, con una mediana
di CCl di 1 (range, 0-8). Le piu frequenti comorbidita erano la malattia vascolare
periferica (14%), il precedente tumore (13.5%), diabete (10%) e le patologie
epatiche (9.6%). | pazienti con CCl >3 appartenevano piu frequentemente alla
categoria DIPSS intermedio-2 (p=0.03), erano piu frequentemente anemici (Hb
inferiore a 10 g/dl in 33.8% in CCI=0, 43.7% in CCI=1-2 e 56.6% in CCI>3,
p=0.005) e trasfusione dipendenti (20% vs 28.1% and 34.2%, p=0.04).

In tutto 12 pazienti (3.2%) erano sottopeso (BMI <18.5), 225 (59.2%) erano
normopeso, 123 (32.4%) erano sovrappeso (BMI 25-30), mentre 20 pazienti
(5.2%) erano obesi (BMI >25). Il BMI mediano era di 23.9 (range, 15.5-33.3). |
pazienti sovrappeso erano piu frequentemente maschi (p=0.001), avevano meno
anemia (p=0.03) e appartenevano piu frequentemente alla categoria DIPSS
intermedio-1 (p=0.03).

Il follow-up medio dall’inizio del trattamento era di 23.1 mesi (range, 1.1-68).
2.2.2 IMPATTO DELLE COMORBIDITA’ E DEL BMI SULLA RISPOSTA

In tutto, 354 pazienti (88%) erano valutabili per risposta sulla milza e 379 (94%)

per risposta sui sintomi secondo i criteri dell’IEG-MRT. Cento-trentotto pazienti
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(39%) hanno ottenuto una risposta sulla milza e 309 (81.5%) una risposta sui
sintomi durante la terapia. In particolare, 100/354 (28.2%) e 122/322 (37.9%)
pazienti avevano ottenuto una risposta sulla milza e 277/379 (73%) e 263/320
(82.1%) pazienti sui sintomi a 3 e 6 mesi, rispettivamente.

Suddividendo la coorte in 3 categorie con differenti CCl (CCI=0, CCI 1-2 e
CCI>3), un CCI piu elevato non correlava con una minore risposta sulla milza
durante il trattamento, che risultava ottenuta dal 37.6%, 38.5% e 43.7% dei
pazienti con CCI=0, 1-2 e >3, rispettivamente (p=0.68). Anche la risposta sui
sintomi non pareva essere influenzata dalla presenza di comorbidita (77.3%,
85.9% e 84.9% nei pazienti con CCI=0, 1-2 e >3, rispettivamente, p=0.11). La
percentuale di risposte su milza e sintomi a 3 e 6 mesi era sovrapponibile nei tre
gruppi di CCI.

Per gli scopi di questo studio, i pazienti sono stati suddivisi anche in 3 categorie
considerando il peso al disotto del primo percentile (<21.9, n. 96), i pazienti
normopeso (21.9-24.9, n. 142) e i pazienti sovrappeso (>24.9, n. 142). Le tre
categorie di BMI non erano associate a differenze in termini di risposta sulla
milza che era raggiunta nel 40.7%, 35.2% e 41.3% dei pazienti con un BMI
<21.9, 21-24.9 e >25, rispettivamente (p=0.57), o in termini di risposta sui
sintomi, ottenuta dal 79.3%, 79.7% e 84.6% dei pazienti (p=0.49) durante la
terapia. Inoltre, la percentuale di pazienti responsivi era sovrapponibile nei tre
gruppi sia a 3 (p=0.85 and p=0.32) che a 6 mesi (p=0.73 and p=0.63).

E interessante notare che la dose media di partenza sia quella cumulativa non
differivano a seconda del CCI (p=0.78) né del BMI (p=0.37).

2.2.3 IMPATTO DELLE COMORBIDITA’ E DEL BMI SULLA TOSSICITA’ DI
RUXOLITINIB

In tutto, 253 dei 293 pazienti valutabili, aveva sviluppato una anemia relata al

farmaco (nel 37.9% di grado 3-4); 1’85% e il 73.5% dei pazienti aveva

sviluppato anemia a 3 e 6 mesi, rispettivamente. Piastrinopenia di qualunque
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grado era stata osservata durante il trattamento in 204 dei 394 pazienti valutabili
(nel 10.8% di grado 3-4), mentre infezioni di grado >2 sono occorse in 120
(29.9%) pazienti, dopo un tempo mediano dall’inizio di ruxolitinib di 5.9 mesi
(range, 1-60.9). In particolare, le infezioni erano rappresentate da: polmonite nel
25.8% dei casi (grado 2 in 11 pazienti, grado 3 in 14 e grado 4-5 in 6), bronchiti
nel 15% dei casi (di grado 2 in 16 pazienti e di grado 3 in 2), infezioni
gastrointestinali nell’ 8.3% dei casi (di grado 2 in 4 pazienti, di grado 3 in 5 e di
grado 4 in 1), infezioni del tratto urinario nell” 8.3% dei casi (di grado 2 in 9
pazienti e di grado 3 in 1 paziente), infezioni da virus erpetici si sono verificate
nel 10% dei casi (infezioni da Herpes Simplex di grado 2 in 6 pazienti e
infezioni di grado 2 e 3 da Herpes zoster in 5 e 1 paziente, rispettivamente),
infezioni cutanee nel 5.8% dei casi (di grado 2 in 6 pazienti e di grado 3 in 1),
infezioni delle vie aeree superiori nel 7.7% dei casi (di grade 2 in 8 pazienti e di
grado 3 in 1), febbre di origine sconosciuta si € registrata nel 15% dei casi (di
grado 2 in 13 pazienti e di grado 3-4 in 5), sepsi nel 1.7% dei casi (1 di grado 3 e
1 di grado 4). In aggiunta, una tubercolosi di grado 2, una infezione dell’occhio
di grado 2 e una infezione renale di grado 2 sono stati registrati in un paziente
ciascuno.

La presenza di comorbidita influenzava la comparsa di anemia (di qualunque
grado) occorsa durante il trattamento e nei primi 3 mesi, mentre il BMI non si
associava mai a tossicita farmaco-indotta (tabella 2). E interessante notare che lo
sviluppo di anemia e piastrinopenia severe (grado 3/4) sia in qualunque
momento dall’inizio della terapia sia a 3 che 6 mesi non era influenzata dal CCI
né dal BMI. In piu, I’incidenza cumulative di infezioni, aggiustata per il rischio
di morte, non appariva condizionata dal CCI e dal BMI (p=0.27 and p=0.95,

rispettivamente).
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Anemia Thrombocytopenia

CCI<3 | CC>3 | p |BMI<21,9 | BMI>219| p CCI=0 CCI>1 p | BMI<21,9 | BMI>21,9 | p
Any | 206/244 | 47/49 |0.03| 60/65 187/218 | 0.17 | 103/195 101/199 | 0.68 | 48/94 145/282 0.95
time | (84.4%) | (95.9%) (92.3%) | (85.8%) (52.8%) | (50.7%) (51.1%) (51.4%)
At3 | 202/244 | 47/49 |0.02 | 60/65 183/218 | 0.09 | 84/194 86/199 [0.99| 43/94 117/281 0.49
months (95.9%) (92.3%) | (83.9%) (43.3%) | (43.2%) (45.7%) (41.6%)

(82.8%)
At6 | 162/224 | 32/40 0.31 46/60 144/197 | 0.58 | 73/171 76/168 | 0.64 32/80 112/250 0.45
months | (72.3%) | (80.0%) (76,7%) | (73.1%) (42.7%) | (45.2%) (40%) (44.8%)

Tabella 2: Incidenza di anemia e piastrinopenia di qualunque grado a seconda del CCl e del BMI
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2.2.4 IMPATTO DELLE COMORBIDITA’ E DEL BMI ULL’OUTCOME
L’overall survival e il progression-free survival erano significativamente
differenti tra le diverse categorie di CCI (p=0.01 e p=0.04, rispettivamente)
(Figura 1). Il CCI manteneva il suo significato prognostico anche dopo
aggiustamento per categorie di rischio DIPSS (p<0.001 e 0.001, rispettivamente)
(Figura 1a e 1b). Cosi come il CCI anche il BMI correlava con la sopravvivenza
(p=0.003) e il PFS (p=0.003) anche dopo aggiustamento per categoria di rischio
DIPSS (Figure 1c and 1d).

Una landmark analysis che considerava i pazienti responsivi a 6 mesi (Figura 2)
evidenziava come i pazienti che mostravano una risposta sulla milza secondo i
criteri IWG-MRT e avevano un CCI inferiore a 3 al baseline presentavano la
migliore sopravvivenza rispetto alle altre categorie (Figura 2a). E importante
sottolineare che a parita di CCI, il raggiungimento di una risposta sulla
splenomegalia migliorava significativamente 1’OS.

La stessa landmark analysis che considerava la risposta a 6 mesi a seconda della
categoria di BMI, mostrava che i pazienti che non raggiungevano una risposta
splenica e avevano un BMI <21.9 presentavano 1’outcome peggiore (Figure 2b).
Nel gruppo di pazienti sottopeso, 1’ottenimento di una risposta sulla milza

potrebbe pertanto migliorare significativamente [’aspettativa di vita.
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Figura 1. Overall survival (OS) e progression-free survival (PFS) a seconda del

Charlson comorbidity index (CCI) e del BMI all’inizio della terapia con

ruxolitinib. L’OS (figura 1a e 1c) e la PFS (figura 1b e 1d) sono state calcolate

usando il modello di regressione multivariata per rischi proporzionali di Cox,

dopo aggiustamento per categoria di rischio DIPSS e per corrette per “left

truncation”.
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3.1 L’IMPATTO DELLE COMORBIDITA’ E DEL BMI
SUL TRATTAMENTO CON RUXOLITINIB

E noto come le comorbidita possano influenzare la prognosi dei pazienti
affetti da cancro e come impattino sull’algoritmo terapeutico di tali
patologie.>"264-266 Mentre tali acquisizioni hanno portato all’integrazione della
valutazione della comorbidita e dello stato nutrizionale come pratica comune di
routine nella valutazione iniziale dei pazienti affetti da Leucemia Mieloide
Cronica Philadelphia positiva, lo studio degli stessi parametri non € mai stato
approfondito nei pazienti affetti da Mielofibrosi trattati con ruxolitinib.

La nostra analisi condotta sua una vasta coorte di pazienti affetti da MF
trattati omogeneamente con ruxolitinib nella pratica clinica quotidiana ha
evidenziato come le comorbidita, cosi come dimostrato in altre patologie, hanno
un ruolo importante nel predire la sopravvivenza, ma non condizionano la
probabilita di ottenere una risposta sulla splenomegalia né sul controllo dei
sintomi legati all’infiammazione, caratteristica della malattia. Inoltre, | pazienti
con un carico inferiore di comorbidita all’inizio del trattamento, che riuscivano
ad ottenere una risposta sulla milza sembravamo avere una prognosi migliore
rispetto ai pazienti non responsivi con simile CCI. La soglia di CCI <3 potrebbe
cosi aiutare a identificare i pazienti che possono meritare una terapia con
ruxolitinib, considerando che i pazienti responsivi e con un minore carico di
comorbidita possono presentare I’outcome migliore.

Abbiamo trovato che i pazienti che hanno un maggior numero di
comorbidita, presentano piu frequentemente anemia prima e durante la terapia.
Da cio deriva che i clinici che hanno in cura tali pazienti devono effettuare un
controllo ematologico serrato, settimanale, al fine di identificare la comparsa di
anemizzazione se il CCl e superiore a 3 al baseline.

Diversamente dalla Leucemia Mieloide Cronica, il BMI non influenzava

significativamente la percentuale di risposte né la comparsa di tossicita nei
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pazienti affetti da MF e trattati con ruxolitinib. Al contrario, sembra che il
farmaco possa migliorare la cachessia relata alla patologia con conseguente
miglioramento della sopravvivenza tramite una riduzione delle citochine pro-
inflammatorie. L’ottenimento di una risposta sulla milza in pazienti sottopeso a
causa della malattia correlava con un miglioramento della sopravvivenza rispetto
al pazienti che non avevano ottenuto una risposta sulla milza e con simile BMI.
Per tale motivo, la cachessia relata alla MF non é di per sé una controindicazione
all’inizio del trattamento con ruxolitinib.

Il nostro gruppo ha recentemente proposto wuna valutazione
multidimensionale per 1 pazienti fragili con Neoplasie mieloproliferative
croniche Philadelphia-positive e —negative che debbano iniziare terapia con
inibitori delle tirosin-chinasi: la valutazione del BMI é stata inclusa nella
valutazione iniziale insieme alla valutazione del performance status, delle attivita
giornaliere strumentali (IADL), del CCI e del “short physical performance
battery” (SPPB).?®” Pill recentemente, un nuovo strumento, il “cachexia index” ¢
stato proposto al fine di consentire una quantificazione piu oggettiva dei sintomi
costituzionali nella mielofibrosi primaria.?®® Questo score prende in
considerazione due test di laboratorio molto semplici: 1’albumina sierica e i
livelli di colesterolo, che hanno dimostrato un ruolo prognostico
indipendentemente dalla categoria di rischio IPSS/DIPSS. Tali parametri
possono riflettere infatti lo stato ipercatabolico/cachettico della malattia e
confermano ulteriormente il ruolo dello stato nutrizionale sull’outcome.?%8

In conclusione, la presenza di comorbidita il BMI non sembrano essere
una controindicazione al trattamento con ruxolitinib nei pazienti affetti da MF;
tuttavia tali informazioni possono contribuire a definire con maggiore precisione

i pazienti che necessitano un controllo piu attento durante il trattamento.
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	Generalità
	Dal Giugno 2011 al Novembre 2016, 462 pazienti consecutivi hanno ricevuto terapia con ruxolitinib presso 23 Centri Ematologici europei. Di questi, 234 erano stati precedentemente arruolati nell’ambito di protocollo sperimentale di fase IIIb (JUMP, NCT...


