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1.SINOPSI

La leucemia acuta mieloide (LAM) e un disordinenelte della cellule progenitrici
emopoietiche delle linea mieloide (blasti), che domo la loro capacita di
differenziare e proliferare in maniera normale @amseguente incapacita di dare
origine a cellule mature (Castoldi e Liso, 2007rd,l2003; Estey e Dohner, 2006).
Le LAM sono caratterizzate da una prognosi severa, variabile in base alle
caratteristiche cliniche, morfologiche, e fenotigc della malattia. Assieme
all'analisi cariotipica, che costituisce il piu imante fattore prognostico, la
diagnostica moderna si avvale dell’analisi di bgio molecolare e di quella
fenotipica per definire il rischio della malatti@tudi recenti hanno analizzato nelle
neoplasie ematologiche I'espressione dell’antigeB200, un antigene riscontrabile
sulle cellule di varie neoplasie, che attraversddirazione con il proprio recettore, il
CD200R, sembra svolgere un’ attivita immunosopjvasiducendo inibizione dei
macrofagi, induzione dei linfociti T regolatori,Wwg&ching” del profilo citochinico da
Thla Th2, inibizione dellimmunita T cellulare tumeospecifica, svolgendo, in
definitiva, un ruolo chiave nei meccanismi di preggione tumorale (Siva et al.,
2007; Wang et al.,, 2010; Coles et al.,, 2011). Ndl&M, alcune recenti
pubblicazioni hanno analizzato I'effetto dellesgs®mne di CD 200 sulle cellule
leucemiche nei confronti del sistema immunitariewraentando che nei casi in cui
era espresso con elevata intensita era in gradopfirimere I'attivita dei linfociti
NK e la loro risposta antitumore (Coles et al., P01 iperespressione di CD200
nei pazienti affetti da LAM sembra aver effetto laaaui linfociti T, poiché é stato
dimostrato che e in grado di indurre un aumentdirdociti T regolatori e di
sopprimere la funzione dei linfociti T memoria (Wigaet al., 2010). Sulla base di
gueste evidenze e stato ipotizzato che l'iperesppee del CD200 sia uno dei
meccanismi utilizzato dalle cellule leucemiche griggire al controllo del sistema
immunitario. L’obiettivo del nostro studio e statpuindi quello di analizzare

I'incidenza dell’'espressione dell'antigene CD200Qlenecellule leucemiche delle



LAM e valutarne I'eventuale ruolo prognostico asandolo a quello di altre
molecole a carattere prognostico noto. Inoltre aloi voluto valutare I'eventuale
impatto che puo avere sull'esito dell’evoluzionellalepatologia. Lo studio ha
riguardato 244 pazienti con una diagnosi di LAMesibrdio. L’antigene CD200 é
risultato positivo su una percentuale variabileeliule in 136/244 (56%) con una
media di fluorescenza MFI di 11 (range 2-100).iA&fdi stabilire se la presenza del
CD200 nei blasti fosse in grado di identificare @wpecifico sottogruppo di pazienti
con determinate caratteristiche a significato postjoo € stata studiata la
prevalenza dei casi CD200+ in relazione alle caratiche cliniche e biologiche.
Non e emersa alcuna associazione con parameticazlmologici quali eta, conta
dei WBC all'esordio e i sottotipi FAB; lI'espressendi CD200 € invece piu
frequente nei casi di LAM secondaria rispetto ai ¢tk LAM de novo. La presenza
di questo antigene ¢ significativamente associd&spressione dell'antigene CD34
ed alla presenza di anomalie cromosomiche a stgiafi prognostico favorevole,
come anche ad anomalie cromosomiche a significedgnostico sfavorevole. E’
stato invece possibile documentare una correlaziowersa con la presenza
dell’antigene CD56 con la presenza di mutazioni geni FLT3 e di NPM1.
L'impatto negativo di CD200 é stato riscontrato femsulla sopravvivenza globale
dei pazienti con un cariotipo sfavorevole (p=0.0d6)ei casi di LAM secondaria
(p=0,05). Tra i casi CD56- (p=0.04) e i casi CD3p=0.03) l'alta intensita di
espressione di CD200 peggiora la sopravvivenzaatgatiei pazienti e lo stesso vale
per i casi con mutazioni a carico di NPM1 (p=0.62)er i casi FLT3 (p=0.034). |
nostri dati percido non solo consentono di stab#ireonfermare in generale il ruolo
prognostico negativo dell’espressione aberrante GI)200 ma soprattutto
consentono di concludere che l'analisi dellespgoess di CD200 permette di
ridefinire in modo piu preciso I'andamento dellalatida in categorie di pazienti
normalmente considerati a basso rischio e che CD2@presenta un fattore
prognostico ulteriormente negativo in pazienti garatterizzati da alcuni fattori

biologici non favorevoli.



2. INTRODUZIONE

2.1 Leucemie — generalita

Il termine leucemia significa letteralmente “sangbi@nco” (dal greco leukos
Jevkog, "bianco” e aimaniua, "sangue"). Questa dizione nacque dall’'osservazion
del sangue prelevato ad un paziente che avevaleveta concentrazione di globuli
bianchi al punto che lo strato di queste celluldjitamente quasi impercettibile,
uguagliava quello dei globuli rossi (Tura, 2007).

Quando si parla di leucemie si fa riferimento dguappo di patologie neoplastiche
monoclonali del sistema emopoietico originatesiugi@a singola cellula staminale
pluripotente o multipotente mutata. La trasformaeioneoplastica altera i
meccanismi di proliferazione e di differenziaziodella cellula staminale. Ne
consegue una mancata maturazione della sua progenima proliferazione
autonoma, da cui deriva laccumulo di elementi irtuma definiti blasti,
principalmente nel midollo osseo, nel sangue peciee, talvolta in altri organi e
tessuti. Vi e dunque una immissione in circolo dillde mature o immature,
appartenenti alla linea mieloide, linfoide ed emtbe (Tura, 2007, Castoldi e Liso,
2007).

Quando le cellule neoplastiche hanno caratteristitdnotipiche (morfologiche,
immunologiche e molecolari) linfoidi si parla diueemie linfoidi o sindromi
linfoproliferative. Quando le cellule neoplastichanno caratteristiche fenotipiche
mieloidi si parla di leucemie mieloidi.

A loro volta le leucemie si distinguono in acutereniche. Le acute si caratterizzano
per l'infiltrazione dei tessuti emopoietici ed edmopoietici da parte di linee
cellulari monomorfe, senza chiaro orientamento naditto, ad esordio improvviso e
con decorso aggressivo, invasione del midollo os§bmori ossei, sindrome
anemica, infettiva, emorragica). Le forme croni¢teno un decorso lento e si
caratterizzano per la proliferazione di cellule mliiferenziate, molto simili ai

normali costituenti.



2.2 La Leucemia Acuta Mieloide

La leucemia acuta mieloide (LAM) € un disordinenele della cellule progenitrici
emopoietiche delle linea mieloide (blasti), che domo la loro capacita di
differenziare e proliferare in maniera normale @amseguente incapacita di dare
origine a cellule mature come granulociti, monogiastrine ed eritrociti. | blasti
conservano alcune caratteristiche morfologich@chitniche e immunofenotipiche
normalmente espresse dai precursori della linedoié&e e cido permette nella
maggioranza dei casi di individuare la linea mieiefica di appartenenza del clone
leucemico, potendo quindi stabilire se la patolqggeduca una popolazione di tipo
mieloblastica, monoblastica, eritroblastica 0 megablastica (Castoldi e Liso,
2007; Tura, 2007; Estey e Dohner, 2006).

Le cellule leucemiche si accumulano nel midolloeasdeterminando un’alterazione
0 una soppressione della differenziazione e praifiene delle normali cellule
emopoietiche, successivamente i blasti invadorgaiigue periferico infiltrando i
diversi organi.

La LAM e una forma di leucemia che rappresent®&% i tutte le leucemie acute, e
la sua incidenza e stimata attorno ai 3,5 casilPe000 abitanti per anno. Si puo
presentare a qualsiasi eta anche se interessam@raente gli adulti con un’eta
mediana alla diagnosi stimata circa attorno ai B8i.aCostituisce infatti la quasi
totalita delle leucemie acute dell'anziano (Casteld.iso, 2007; Estey e Dohner,
2006). Il tasso di mortalita é strettamente coteetdl’eta, con una sopravvivenza a
5 anni di circa il 50% dei bambini, e del 20% cidegli adulti con meno di 60 anni,
e meno del 5% di quelli con eta maggiore di 60 abaidistribuzione nelle diverse
aree geografiche e nelle differenti popolazioniltes essere dipendente, oltre che da
fattori genetici, anche da fattori ambientali. Lgesizione professionale o iatrogena
a diversi agenti chimici (derivati dal petrolio,sbieidi, solventi, farmaci citotossici)
e alle radiazioni ionizzanti, sono tra i fattorigmportanti in grado di aumentare
significativamente il rischio di leucemia, anche @&¢utt'oggi per la maggior parte di



gueste patologie, le cause e i meccanismi di leagemesi restano ancora non
completamente chiariti.
Le leucemie acute sono definite (Castoldi e Li€§)72 Tura, 2007):

* De novo: quando insorgono come prima malattia mgdi senza importanti
precedenti anamnestici e si caratterizzano perpoognosi migliore rispetto
alle LAM secondarie;

» Secondarie ad esposizione nota ad agenti leucemagemdo insorgono in
pazienti con pregressa esposizione a sostanzeott@npesticidi), farmaci o
radiazioni e/o come complicanza tardiva di trattatneon chemioterapia e/o
radioterapia per altra neoplasia

e Secondaria a una precedente sindrome mielodisfast secondarieta della

malattia e indice di prognosi negativa

2.2.1 Classificazione della Leucemia Acuta Mieloide

Nel tempo le leucemie sono state classificate werdi modi, tuttavia le due
classificazioni che vengono piu comunemente utiligzsono le seguenti:
- FAB (French-American-British) (Bennet et al.,1991)
- WHO (World Health Organization) (Swerdlow et alQ08; Vardiman et al.,
2009)
| criteri ad oggi utilizzati per la classificaziomlle LAM sono (Castoldi e Liso,
2007):
- Criteri morfologici: colorazioni panottiche di ®ai di sangue periferico e di
midollo osseo;
- Criteri citochimici: evidenza di attivita enzimaie e/o presenza di
particolari sostanze ritenute specifiche per al¢gpnicellulari;
- Criteri immunofenotipici: evidenza di markers dpsuficie e/o citoplasmatici
pil 0 meno specifici per un lineage e/o per alaiadi di differenziazione

cellulare mediante impiego di anticorpi monoclonali



- Criteri citogenetici e/o molecolari:

citogenetiche e/o molecolari.

Secondo lo schema FAB le LAM vengono classificaeoado criteri morfologici,

citochimici e immunofenotipici (Tabellal, Figura 1)

Tabellal-Classificazione FAB delle LAM

dimostraziomdi alcune anomalie

Tipo Nome comune Criteri per la diagnosi Isto- Note

FAB chimica

MO LA indifferenziata Cellule senza maturazione

citologica, con antigeni
mieloidi (CD13.33) e
mieloperossidast negative.

M1 LA nueloblastica Blasti =90% cellule non-eritroidi. MP+ Facilmente confusa con M7

senza maturazione 10% di cellule in maturazione a o L2 su base morfologica
granulociti 0 monociti.

M2 LA mueloblastica Blast1 30-89% cell. non-eritroidi. MP+ La popolazione cellulare &

con maturazione =10% granulociti in maturazione, costituita prevalentemente da
<20% cellule monocitiche. blast: e promuelocity
immatur

M3 LA Promielocitica =20% promielociti ipergranulari MP+ Associata a CID

(variante ipergranulare) | anormali. Corpi di Auver presenti. (coagulazione intravascolare
disseminata).

M3v LA Promielocitica Promielociti con piccoli granuli MP+ Vedi sopra.

(variante microgranul.) citoplasmatici.

M4 LA mielo-monocitica Blasti =30% cellule non-eritroidi. MP+ NSE+ | Richiede la valutazione sia
=20 ma <80% di cellule sono del del sangue periferico sia del
lineage monocitico. mudollo osseo.

M4Eo | LA mielo-monocitica Eosinofili anormali con grandi MP+ NSE+ | Negh eosmnofoli normali tali

con eosinofilia eranuli basofili e nucleo Eos-PAS+ | reazioni sono negative.
monolobato. Positivi alla
cloroacetatoesterasy
M5 LA monocitica poco =80% cellule non-eritroidi sono NSE+ E necessaria la conferma
(M5a) o ben (MS5b) monoblastt, promonociti. o della diagnosi mediante la
differenziata. monoctti. M5a =80% delle cellule reazione esterasica inibita dai
monecitiche sono monoblasts. MSh fluorun (NaF).
=80% delle cellule monocitiche
sono monoblasti.
M6 Entroleucemia (spesso =30% cellule non-entroidi sono Entroblasti | Iperplasia entroide
evolve a M1, M2 o M4) | blasti ma =50% delle cellule del PAS+ megaloblastoide; eritroblasti
nudollo sono entroblast bizzarn multinucleat:.

M7 LA megacanocitica =30% cellule non-eritroidi sono piastrine La diagnos: & confermata
megacarioblasti. Mielofibros:. perox + dalla reazione perossidasica

piastrinica con la
microscopia elettronica o
con anticorpi monoclonali
anti-glhicoproteine
prastrimiche.

Note: MP: mieloperossidasi; NSE: esteras: non specifica: PAS: Periodic acid-Schuff Corp:r di Auer: derivano dalla

condensazione anomala di granuli citoplasmatics; la loro presenza nelle cellule immature consente di distinguer la LAM

dalle Leucemie Acute Linfoidi (LAL). mentre la loro assenza non ha valore diagnostico.




Figura 1 Citotipi di LAM secondo la classificazione FAB

Attualmente viene utilizzata la classificazione plidata nel 2001 e ulteriormente
revisionata nel 2008 da parte della WHO (World #eaDrganization) che

implementa

la pregressa valutazione morfologica cbnnuovi aspetti

citogenetici/molecolari classificando le LAM comegsie: (Swerdlow et al., 2008;
Castoldi e Liso, 2007; Estey e Dohner, 2006; \faati et al., 2009):

* LAM con ricorrenti anomalie genetiche

t(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH1
t(15;17)(g22;912); PML-RARA

t(9;11)(p22;923); MLLT3-ML

t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

inv(3)(q21g26.2)



- 1(3;3)(921;926.2); RPN1-EVI1t(1;22)(p13;q13); RBMMKL1
(leucemia acuta megacarioblastica)
- LAM con mutazione di NPM1 (provvisoria)

- LAM con mutazione di CEBPA (provvisoria);

LAM secondarie a sindromi mielodisplastiche

LAM secondarie a chemioterapia/radioterapia

LAM non altrimenti specificata (NOS)
- senza maturazione (FAB-MO)
- con minima maturazione mieloide (FAB-M1)
- con maturazione mieloide (FAB-M2)
- mielo-monocitica (FAB-M4 e M4Eo0)
- monoblastica/monocitica (FAB-M5a e M5h)
- eritroleucemia e leucemia eritroide acuta pura (FAB
- megacarioblastica (FAB-M7
- leucemia acuta basofila

- panmielosi acuta con mielofibrosi

Sarcoma mieloide

LAM associata a Sindome di Down

Leucemie acute di “lineage” ambiguo

2.2.2 Eziopatogenesi

Le cause dello sviluppo delle LAM non sono ancootéené probabile che per lo
sviluppo di una leucemia acuta sia necessarionitarso di vari fattori.

In assenza di una chiara eziopatogenesi, l'insa@ekelle LAM ¢ stata associata a
numerosi fattori di rischio, in particolare all'@spzione a radiazioni ionizzanti e ad
agenti chimici che danneggiano il DNA. In realtaawstoria chiara di contatto con
una riconosciuta sostanza cancerogena € inusugb@zienti con LAM (Deschler e

Lubbert , 2006). Al contrario, due forme distinteLdAM sono state descritte dopo



esposizione a chemioterapici. | pazienti esposti agnti che bloccano le
topoisomerasi Il, come le antracicline e le epigiidtossine, sviluppano in genere
una malattia rapidamente proliferativa spessorie@caella serie monocitaria e con
alterazioni citogenetiche che coinvolgono il genkelLVal cromosoma 11g23, con
intervallo di tempo che varia da alcuni mesi ad drdi dal trattamento con questi
agenti (Deschler e Lubbert, 2006).

Piu comune ¢ il sottotipo che insorge dopo trattemecon agenti alchilanti e/o
radioterapia, la cui incidenza ha un picco 5-6-adopo |'esposizione ed e
caratterizzato da precessione mielodisplasticacaontipo complesso e delezione di
tutto o parte dei cromosomi 5 e 7 (Godley e Lar2008). E’ da rilevare che queste
stesse alterazioni e un simile andamento cliniasservano piu spesso nei pazienti
anziani, probabilmente in seguito ad ancora nomiificabili ripetute esposizioni a
cancerogeni inquinanti che contribuiscono allougyilo di LAM in eta avanzata. In
eta pediatrica, disordini genetici costituzionatine importanti fattori di rischio
associati allo sviluppo di LAM.

| bambini affetti da sindrome di Down hanno un hisc10-20 volte superiore di
sviluppare una leucemia acuta. Altre malattie ¢aed associate alla LAM
includono la sindrome di Klinefelter, la sindrome Id-Fraumeni, I'anemia di
Fanconi e la neurofibromatosi multipla (Deschlé&uébert, 2006).

A livello molecolare la malattia puo originare da’alterazione genetica che
interviene in una singola cellula del midollo ossPa tale singola cellula, attraverso
divisioni mitotiche, provengono generazioni sucoessdi cellule, espressione di una
proliferazione clonale (Castoldi e Lis0,2007).

Usando vari modelli in vitro e preclinici € statomdstrato che una serie di
mutazioni multistep sono necessarie per generaad. AM (Figura 2), con evidenze
che suggeriscono che per la leucemogenesi songsaEe mutazioni attivanti geni
di classe | che attivano il meccanismo di trasduzidel segnale e inducono la
proliferazione cellulare in cooperazione con muaei di geni di classe Il, che

alterano fattori di trascrizione e compromettoro lormale differenziazione



(Welch et al., 2012; Marcucci et al., 2011). Muwaz che portano all’attivazione di
recettori di tirosina chinasi quali FLT3, c-kit Eraeccanismo di signaling di RAS
fanno parte di mutazioni di classe I, mentre RUNXID, CBFbeta/MYH11 e
PML/RAR alpha, che sono trascritti ibridi di fusegenerati da ben note anomalie
cromosomiche ricorrenti quali t(8;21), inv(16) e18(17) rispettivamente,
rappresentano esempi di mutazione di classe lllilgad et al, 2004).Anche
mutazioni dei fattori di trascrizione RUNX1, C/EB&pha e MLL ricadono in
guesto gruppo. Una terza classe di geni che cadidieanodificatori epigenetici, che
include DNMT3A, IDH1, IDH2, TET2, ASXL1le EZH2, semia sua volta giocare
un ruolo preminente nella patogenesi della LAM,bsste il meccanismo con cui
queste aberrazioni contribuiscono al fenotipo lenice € scarsamente conosciuto.
E’ da notare che diverse di queste anomalie sosocage a prognosi peggiore e
sono maggiormente frequenti nei pazienti piu anz{&hen et al, 2011). Mentre
molte mutazioni che contribuiscono alla patogertedia LAM sono ancora non
definite e la relazione tra meccanismo di mutaziendenotipo epigenetico e
tutt’altro che chiara, e stato di recente dimostretie in quasi tutti i tipi di LAM
esiste almeno una mutazione potenzialmente drivedreeun complesso network di
eventi genetici contribuisce alla patogenesi deiklattia nel singolo paziente. Il
genoma della LAM ha meno mutazioni di quello di tnaltri tumori dell’adulto,
con una media di solo 13 mutazioni e 5 mutazionigeme. Modelli di cooperazione
e mutua esclusivita suggeriscono una forte relazlwologica tra disregolazione di
specifici geni e distinte categorie di LAM (Can€xnome Atlas Research Network,
2013).
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Class | Mutations Class li Mutations

FLT3-ITD

PML/RARA
RUNX1/CBFA2T1
CBFB/MYH11
MLL fusions
CEBPA
NPM1

proliferative andior impaired hematopoietic
survival advantage AML differentiation

molecular therapy,

ot /_ e.g. with ATRA

Dohner, Hematology 2007;2007:509-520

molecular therapy,
e.g. with FLT3,
KIT inhibitors

Figura 2:Modello di leucemogenesi “two hits”, basato sull@operazione di due

differenti classi di mutazioni

E noto che la LAM & sia dal punto di vista clinicee bio-molecolare una malattia
molto eterogenea con esordio e outcome clinicoewdfite neivari sottotipi
morfologici e citogenetici. Recenti analisi molesmdlhanno ampliato le capacita di
comprendere questa eterogeneita con potenzialeapiphe verso nuove possibilita
terapeutiche. E’ interessante che sebbene motiiléaicemici nel singolo paziente
mostrino simili aspetti morfologici, solo lo 0,5 %irca di queste cellule con
un fenotipo immaturo CD34+/CD38- hanno la capaditiormare colonie in vitro e
generare leucemia in topi con immunodeficienza. Sfecellule, definite
clonogeniche, mostrano molti aspetti comuni allermradi cellule staminali
ematopoietiche, inclusa la presenza di meccanismegistenza a una varieta di
farmaci citotossici (Hoang et al, 2012; Pandolfiak 2013). Di recente, sulla base
di sofisticate analisi molecolari, € stato dimastrehe alla diagnosi sono presenti
multipli sottocloni con differenti patterns di analie molecolari, con la successiva
eventuale espansione, sotto la spinta selettieéclilidi trattamento chemioterapico,
di differenti subcloni (Walter et al, 2012; Ding &t 2012). La eterogeneita delle
cellule leucemiche di un singolo paziente ha owvwmlicazioni sulluso e lo

sviluppo di terapie “targeted” verso i prodottiglieste mutazioni genetiche; inoltre
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I'eterogeneita delle cellule staminali leucemich® @nche vanificare I'efficacia di

specifici anticorpi e agenti farmacologici.

2.2.3 | fattori prognostici

Le LAM sono caratterizzate da una prognosi sevara, variabile in base alle
caratteristiche cliniche, morfologiche, e fenotimcdella malattia. Non vi é al
momento possibile stabilire criteri prognostici @sd, numerosi e continui sono
infatti i tentativi di formulare valide correlazibtra la risposta alla terapia e i reperti
clinici, morfologici, citogenetici. L'identificazioe di entita cliniche e prognostiche
differenti dovrebbe essere il presupposto perchéossa essere in futuro un
trattamento specifico per ogni tipo di leucemiall&&abella 2 sono riportati alcuni
fattori prognostici frequentemente considerati diahelle LAM (Castoldi e Liso,
2007). Tra i fattori biologici quello che rappreteil piu importante e indipendente
fattore prognostico é sicuramente il cariotipo lolesti leucemici, infatti € possibile
identificare tre gruppi di rischio: favorevole, gfaevole e intermedio, in rapporto
alla presenza e al tipo di anomalia cariotipicab@la 3) (Castoldi e Liso, 2007).
L’'andamento della malattia nei casi con cariotiponmale, che costituiscono circa il
50% dei casi, € molto eterogeneo, pertanto € eatremte importante identificare
marcatori prognostici che predicano I'outcome inrdmiu preciso per permettere di
avviare il paziente all’approccio terapeutico puaatio al rischio (Damiani et al.,
2007; Castoldi e Liso, 2007).
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Tabella 2:Fattori prognostici nelle LAM (Castoldi e Liso. 200

Favorevole Sfavorevole

Clinica

Eta < 45 anni > 60 anni
Dopo mielodisplasia, dopo

Insorgenza De novo chemioterapie, malattie
ematologiche precedenti

Leucocitosi < 25x 16/ > 100 x 19/

Interess. SNC Assente Presente

Morfologia

Corpi di Auer Presenti Assenti

Eosinofili Presenti Assenti

Citotipo FAB M3, M4Eo MO, M5, M6, M7

Displasia Assente Presente

Fibrosi Assente Presente

Fenotipo Elevata positivita per |l

Citogenetica

t(15;17)
Cariotipo normale

Ridotta positivita per
CD13, CD14, CD34

t(8;21)(q22;922)
inv(16)(p13;922)

CD13, CD14, CD34,
fenotipo MDR, CD7

-5, -7
5q" 7q'

11qg-

+8

Anomalie 11923
Anomalie 3921
Anomalie 3926

Tabella 3:Gruppi di rischio in relazione alla valutazione @gfenetica (Castoldi e Liso.

2007)

Favorevole Intermedio Sfavorevole

1(8;21) Normale del(5q)/-5

inv16 +8 del(7q)/-7

del(16q) +6 1(9;22)

t(15, 17) 11923 39, 99, 11q, 20q, 21q, 17p
+21 t(6;9)
+22 Cariotipo complesso >3
del(12p) anomalie non correlate)
-Y
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La biologia molecolare ad oggi € un importante mEaoto per la stratificazione
prognostica delle LAM a cariotipo normale. Le mubaz o I'iperespressione di
specifici geni tra i quali: FLT3, CEBR BAALC, MN1, NPM1, ERG (Gregory et
al., 2009)sono altri fattori prognostici di LAM, non associatspecifiche alterazioni
del cariotipo. Tra questi ormai € noto il ruololdeahutazioni del gene FLT3 (FMS-
like tyrosine 3), codificante per un recettore c$tenola la proliferazione, la
sopravvivenza e la differenziazione di cellule eoiepche progenitrici primitive
(Gilliland e Griffin, 2002). Le mutazioni attivantl gene FLT3, comprese le
mutazioni puntiformi all'interno del dominio tirasikinasi e le duplicazioni ITD
(internal tandem duplication), sembrano favorirgtaliferazione dei blasti dando
un significato prognostico negativo alla loro prese (Castoldi e Liso, 2007,
Gilliland e Griffin, 2002). Al contrario, nei casion cariotipo normale, hanno
significato prognostico positivo le mutazioni aicardel gene della nucleofosmina
(NPM1), una proteina di trasporto nucleo-citoplagromvolta in numerosi processi
tra cui la riparazione del DNA e la duplicazione dentrosoma nella mitosi (Chen
et al., 2006). Nelle LAM si rinvengono circa nel’8%lei casi e tale percentuale sale
a 50-60% in quelle a cariotipo normale. Solitamestieo mutazioni eterozigoti che
coinvolgono I'esone 12 causando la perdita del alegth localizzazione nucleolare,
con accumulo della proteina nel citoplasma (Fa#inal., 2005; Fallini et al., 2007).
Nel corso degli anni lo studio sistematico dell&ss antigenico della cellula
leucemica ha portato ad identificare vari antigeeaii quali CD56 e CD34 la cui
espressione sulla cellula leucemica sarebbe inogthdnfluenzare I'andamento
della malattia in senso negativo (Murray et al99;9Raspadori et al., 2002; Myint
et al., 1992). E’ stato dimostrato che la presaetedbantigene CD56 a livello delle
cellule blastiche é un fattore prognostico negatper quel che riguarda il
raggiungimento e la durata della remissione corapl@flurray et al., 1999;
Raspadori et al., 2002). Esattamente come il CD34il eCD56, anche

all'iperespressione della proteina CD200 sulleutelheoplastiche é stata data una
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valenza con significato prognostico negativo, ieflmando quella che é la
patogenesi e la progressione tumorale (Tonks eP@07; Moreaux et al., 2008 ).
Della proteina CD200 parleremo in maniera piu afgprdita nei paragrafi seguenti.
Bisogna tenere presente che nelle malattie ematblegmolti pazienti sono
refrattari alla terapia poiché sviluppano una tesiga verso i farmaci antitumorali
impiegati, definita “Multidrug Resistace”, che erfeaggior causa del fallimento del
trattamento delle LAM. Uno dei maggiori meccanisthiresistenza, € il rapido
efflusso dei farmaci dalla cellula, mediato da vagmbri di una superfamiglia di
proteine trasportatrici di membrana (ATP-bindings=ite) (Funato et al., 2004). E’
quindi molto importante valutare I'eventuale ipgmessione di queste proteine
come ad esempio la proteina PGP (GlicoproteinapPgsente sulla membrana
plasmatica e avente la funzione di trasportaresiktrno della cellula gli xenobiotici.
La sua iperespressione conferisce alla cellulaafacita di essere resistente a vari
farmaci antitumorali come antracicline, mitoxanepnalcaloidi della vinca,
determinando quindi un’influenza negativa sull’'amne del paziente (Damiani et
al., 1998; Zdchbauer et al., 1994; Raspadori £2802).

2.2.4 La Clinica

La clinica €& caratterizzata dalla presenza di sint@ segni che sono una
conseguenza dell'insufficenza midollare. | blastigcumulandosi in maniera
abnorme nel midollo osseo, determinano un’alterezio una soppressione della
differenziazione e proliferazione delle normalilgkl emopoietiche e quindi una
mancata produzione di cellule ematiche mature: uiotwssi, globuli bianchi e

piastrine (Castoldi e Liso, 2007).

| sintomi quindi sono strettamente connessi al vagimento delle diverse linee
cellulari (eritrociti, granulociti e piastrine). Lincapacita di produrre eritrociti si
manifesta con i sintomi tipici dell’anemia: pallprastenia, affaticabilita fino ad
arrivare alla dispnea. La febbre e le infezioniodgani e apparati, compresa la

setticemia, sono da mettersi in relazione con lenpromessa produzione dei
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granulociti (neutropenia), mentre le manifestazemiorragiche sono principalmente
dovute alla insufficiente produzione di piastrin@oinbocitopenia). Per quanto
riguarda i sintomi secondari all’interessamento adgani, possono comparire:
epatomegalia, splenomegalia, insufficienza renaleirdiltrazione di blasti, piu
raramente si riscontra un interessamento cutards sistema nervoso centrale. Il
quadro clinico puo essere completato da sintomermigi quali febbre, dolori
muscolari, calo ponderale e sudorazioni profusggatke alla liberazione di citochine
da parte dei blasti (Castoldi e Liso, 2007).

2.2.5 La Diagnosi

La diagnosi di leucemia acuta mieloide si basarisubntro di cellule blastiche nel
midollo osseo e nel periferico. Dal punto di videboratoristico I'emocromo
evidenzia abitualmente un’anemia, quasi sempre o@tita e normocromica; la
conta reticolocitaria € in genere compresa tra,®» @il 2% con un numero di
reticolociti estremamente basso. || numero di gliobianchi nel sangue periferico
puo essere diminuito, normale o aumenta fino a20®x 10/l o piu; il numero
assoluto dei granulociti neutrofili al momento deldiagnosi & in genere
estremamente ridotto (al di sotto di 1 ¥X/I)0La trombocitopenia € di solito marcata
nella maggior parte dei casi. L'esame dello stoisdi sangue periferico al
microscopio ottico consente di evidenziare la preaalei blasti circolanti (Castoldi
e Liso, 2007).

L’esame del midollo osseo con relativo mielogramenadispensabile per valutare
la percentuale delle varie cellule. Per effettulradiagnosi di leucemia acuta é
necessaria la presenza nel midollo osseo di alnileB6% di cellule blastiche
secondo la classificazione FAB, e del 20% secoralcclassificazione WHO,
presentanti caratteristiche morfologiche di tipeelwide (riscontro di granulazioni
citoplasmatiche). Nelle LAM la cellularita del mito &€ quasi sempre aumentata
con infiltrazione di grado variabile del tessutoogmietico da parte delle cellule
blastiche; la base per la diagnosi é costituitaraanoscimento di caratteristiche
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fenotipiche mieloidi nei blasti leucemici. La diaxgn differenziale con una leucemia
acuta linfoide viene eseguita nel 90% dei casi asebmorfologica (Tura, 2007,
Castoldi e Lis0,2007), grazie ad una somma dircrgei fa capo la presenza di
granulazioni citoplasmatiche, presenti nelle LAM adsenti nelle LAL. Un
importante contributo alla definizione diagnostigceene dalla caratterizzazione
immunofenotipica delle cellule neoplastiche medtanta citofluorimetria
multiparametrica. Questa tecnica permette di evidea simultaneamente diversi
antigeni espressi sulla superficie o nel citoplasiella cellula leucemica ed é utile
per il successivo monitoraggio della malattia miainesidua. Assieme all’ analisi
immunofenotipica, la diagnostica moderna si av\dgé’analisi citogenetica e di
biologia molecolare effettuate su midollo per deénil rischio della malattia e la
prognosi (Castoldi e Liso, 2007).

2.2.6 La terapia

La terapia si basa principalmente sulla chemiotarajtotossica e sul possibile
trapianto di midollo osseo dopo chemioterapia. top® della terapia citotossica e
guello di ridurre e, possibilmente, eradicare laglazione blastica consentendo alle
cellule staminali emopoietiche residue di ripopelar midollo, ottenendo una
remissione completa (RC). Si definisce la RC coamadrmalizzazione del quadro
ematologico periferico ed una quota di cellule tithe midollari inferiore al 5%
nell'aspirato midollare (Talman, 2005; Castoldiied, 2007).
Le fasi peculiari della terapia possono esserersatiezate in una prima fase di
induzione della remissione, e successivamente anterapia post remissionale che
comprende il consolidamento, il mantenimento ednwae intensificazione
(Castoldi e Liso, 2007):

* Induzione trattamento con schemi terapeutici per indurr@ Ha lo scopo

di provocare un effetto citotossico su quasi tlgteellule leucemiche per la

formazione di un midollo osseo normale;
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» Consolidamentotrattamento con farmaci simili e non cross-resista quelli
utilizzati nel periodo di induzione. Lo scopo e bpeli eliminare le cellule
leucemiche residue;

e Mantenimentouso continuo di farmaci citostatici a dosi meihevate e meno
mielosoppressive per impedire linsorgenza e/o lesdta di cellule
neoplastiche;

* Intensificazione impiego di farmaci a dosi piu elevate di queldoperate
durate l'induzione, dopo un certo periodo dalla R€, eradicare lo sviluppo
di un eventuale clone leucemico sviluppatosi e aacora rilevabile durante il
follow-up.

La possibilita di “guarigione” di una LAM con la emioterapia e stimata attorno al
10-25% e dipende da una serie di fattori tra cpitulimportante e I'eta. Al di sotto
dei 45 anni, ai pazienti in prima o seconda remissj viene effettuato il trapianto
allogenico con cellule staminali emopoietiche (CR)n lo scopo di sostituire
completamente il patrimonio staminale del pazietwa cellule ottenute da un
idoneo donatore sano, familiare o da registro, HH&man Leukocytes Antigenes)
compatibile (Castoldi e Liso, 2007; Stone et al04). Nei pazienti in cui non si
dispone di un donatore compatibile si tenta ditefege il trapianto di CSE
autologhe. Quando il paziente € in RC, le CSE patée dallo stesso vengono
reinfuse dopo un trattamento chemioterapico intensil trapianto con CSE
allogeniche sembra attualmente superiore alla abtenaipia per quanto riguarda
I'insorgenza delle recidive. La guarigione pospiaato perd non € del 100%, ma é
stimata attorno al 45-60% a causa della morbiltiglea mortalita per infezioni e per
la malattia trapianto contro ospite (GvHD) (Casteld.iso, 2007).
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2.3 La Proteina CD200

La proteina CD200 viene codificata dal gene CD2QX-Q) lungo 29744 bp,
localizzato sul braccio lungo del cromosoma 3 (32)L35i possono distinguere tre
isoforme di trascritti da esso derivanti:

- mRNA variante 1 (isoforma a): trascritto predomit@ariungo 2226 bp
contenente 7 esoni;

- mRNA variante 2 (isoforma b): lungo 2301 bp contgae’ esoni;

- mRNA variante 3 (isoforma c): lungo 2085 bp, maneadi un esone nella
regione codificante , cio si traduce in un framéshi un codone di stop
prematuro rispetto la variante 1.

(www.genecards.org ; http://atlasgeneticsoncolargy.

CD200 é una glicoproteina transmembrana apparteraid superfamiglia delle
immunoglobuline (IgSF) di tipol. Geni codificantrgteine di membrana con
domini immunoglobulinici sono particolarmente nuogrnei genomi di tutti i
mammiferi. | membri della IgSF codificati dal gen@numano sono moltissimi,
frequentemente mediano interazioni cellula-celaula maggior parte gioca un ruolo
critico nella regolazione delle risposte immungasia innate che adattative; circa un
terzo delle proteine di membrana delle cellule sistema immunitario contiene
domini immunoglobulinici, in numero variabile daaua diciassette, e circa la meta
di queste possiede solo due di questi domini ettuidgtiwalmente simile allOX2
(Barclay, 2003). La proteina CD200 presenta dumidioimmunoglobulinici nella
porzione extracellulare, uno variabile (V) ed unostante (C2), una sequenza
idrofobica transmembrana ed una piccola coda etophtica di soli 19 residui
incapace di trasdurre un segnale (Clark et al., 5198 iascun dominio
immunoglobulinico ha una struttura tridimensionaitedetta a baril@, costituito da
due fogliettip affacciati formati da nove filameni antiparalleli (A, B, C, C’, C”,

D, E, F e G) (Prota et al., 2003). Il profilo d’esgsione della proteina CD200 risulta
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molto conservato fra specie diverse, essendo pragate identico nel topo, nel ratto
e nell'uomo.

La proteina OX-2 del ratto & stata per la primaa/@urificata e caratterizzata nel
1982 come una glicoproteina di membrana di circa4/KDa (Barclay e Ward,
1982), negli anni successivi € stato scoperto adm@vae espressa da una grande
varieta di tipi cellulari del ratto: timociti, celle B, cellule T attivate, cellule
dendritiche, cellule endoteliali e nei neuroni giskema nervoso centrale (Barclay e
Ward, 1982; Webb et al., 1984; Bukovsky et al.,4)9&uesta distribuzione é stata
riscontrata e confermata nelluomo conferendo gfieoteina una notevole
importanza biologica e funzionale, essendo assemlti altri tipi cellulari, questo
indicava che non era il prodotto di un gene housgikg (Barclay, 1981; Wright et
al., 2001).

CD200 ¢ in grado di interagire con il recettore ODR che inizialmente é stato
descritto come un recettore esclusivo delle celmleloidi (monociti-macrofagi,
cellule dendritiche, neutrofili, basofili-mastocegd eosinofili), che sono le cellule
effettrici delle risposte inflammatorie ed immumifasuccessivamente € stato
descritto anche sulle cellule T, B e NK (Figura ¥Bjright et al., 2001; Wright G.
et al., 2003). Il CD200R e una glicoproteina di 248inoacidi appartenente all'lgSF
ed é intimamente correlata allOX2 dal punto dtaistrutturale; anch’essa presenta
due domini immunoglobulinici nella porzione extrwiare (V e C2) ma in piu
possiede un dominio citoplasmatico di 67 aminoacintenente tre residui di
tirosina fosforilabili (Y286, Y289 e T297), uno dguali (Y297) si trova all'interno

di un motivo conservato NPxY che é potenzialmemtplicato in interazioni
proteina proteina e nella trasduzione del segndleités et al., 2003). Il gene
codificante il CD200R mappa sul cromosoma 3 in giroga del gene del CD200,
suggerendo che entrambi si siano evoluti a pasir@in gene ancestrale attraverso
fenomeni di duplicazione genica (Wright et al., 2D0L’interazione fra le due
proteine &€ molto debole ed e caratterizzata darap@aa cinetica di dissociazione
(KD = 0.5 uM). Studi di mutagenesi hanno dimostrato che ilatag CD200-
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CD200R coinvolge i domini immunoglobulinici V delldue glicoproteine ed, in
particolare, le mutazioni del recettore che ne comgttono la capacita di legare la
proteina CD200 mappano nei filamenti C ed F deliéttyp B GFCC’; questo tipo di
interazione proteina-proteina € molto comune nalbao dell’'lgSF (Preston et al.,
1997; Hatherley et al., 2004).

2.3.1 L'interazione CD200R-CD200

Attraverso il legame al CD200R, la proteina CD2fsduce un segnale inibitorio
nelle cellule mieloidi, soprattutto nei monociti-cnafagi e nei basofili-mastociti

(Hoek et al., 2000; Zhang et al., 2004). Le prinmmascenze sulla funzione di
guesta interazione derivano da modelli murini obveosstati ingegnerizzati per non
esprimere il gene dellOX2; in questi topi si osgemn massiccio aumento nel
numero e nello stato d’attivazione dei macrofagdiversi tessuti ed un notevole
incremento della suscettibilita verso patologieoantnuni a livello del sistema
nervoso centrale e delle articolazioni (Hoek et &000). Questo fenotipo
immunoattivatorio puo essere facilmente contrastiaita somministrazione di una
forma solubile dell’lOX2 (Gorczynski et al., 2001yampio spettro d’espressione
dellOX2 in vivo ed i cambiamenti nei suoi livelli di produzione gegscono che

essa svolga un ruolo fondamentale nel controllacalinente l'attivazione delle
cellule mieloidi in diversi distretti dell’organism specialmente nei tessulti
inflammati; in tal modo I'OX2 previene il danno segale e lo sviluppo di malattie
autoimmuni provocate da un’eccessiva stimolazioda ana prolungata attivazione
delle cellule mieloidi stesse (Barclay et al., 20l&hmalm et al., 2006).

Le cellule mieloidi esprimono diversi recettoribiori sulla loro superficie, incluso

i CD200R, come meccanismo di controllo per prereedianni provocati da risposte
immunitarie inappropriate dirette contro il “self’la maggior parte dei recettori
inibitori  espressi  sulle cellule mieloidi contienaina sequenza ITIM

(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif)llaeporzione citoplasmatica.
L'oligomerizzazione di tali recettori indotta dakgame del ligando induce la
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fosforilazione delle tirosine dell’ITIM, ad operalth famiglia delle kinasi Src, con
conseguente reclutamento della tirosin-fosfatad? 5 dell’inositol-fosfatasi SHIP
che sopprimono I'attivazione cellulare promuovemdazioni di defosforilazione a
cascata. Al contrario, nella porzione citoplasnzatel CD200R non & presente un
motivo ITIM; I'interazione dell’OX2 con il CD200Rnduce la dimerizzazione del
recettore e la fosforilazione delle tirosine ciamphatiche che vengono cosi
riconosciute dalle proteine adattatrici Dokl e D@k possono associarsi e venire
anch’esse attivate attraverso fosforilazione (Zhaingl., 2004). Attraverso studi di
mutagenesi condotti sulla forma murina del receftsr € dimostrato che la Y289
non e indispensabile per I'attivazione del CD200tRegli adattatori Dokl e Dok?2 e,
quindi, per la conseguente inibizione cellulare treete altre due tirosine, Y286 ed
Y297, agiscono in maniera sinergica promuovendwodéforilazione I'una dell’altra
(Zhang et al., 2006). Dok1 e Dok?2 fosforilate rémho ed attivano gli effettori SHIP
e Ras-GAP che, inibendo Ras, bloccano la casctaMAP kinasi ERK che porta
alla produzione ed al rilascio di citochine. E’ pabile che siano coinvoltianche altri
effettori nella cascata inibitoria innescata dak®in quanto vengono bloccate
anche le MAP kinasi p38 e JNK che non dipendon&ads (Figure 3A; Figura 3B)
(Zhang et al., 2004). Interferendo con le vie djredazione di queste MAP kinasi,
I'OX2 reprime I'espressione di varie citochine enalblecole inflammatorie e riduce
la degranulazione dei basofili-mastociti ed il s@& di istamina sopprimendo cosi

I'attivazione delle cellule mieloidi (Cherwinski at., 2005; Jenmalm et al., 2006).
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Figura 3 A:Rappresentazione della cascata di segnalazionesgata dall'interazione
dell’OX2 con il recettore di membrana CD200R chetgall'inibizione delle MAP
kinasi ERK, p38 e JNK (coinvolte nellinduzione dgni di numerose citochine)
(Zhang S. et al., 2004).

Figura 3 B Pattern di espressione di CD200 e CD200R, e l'effetibente del legame
sull’attivazione di Ras (Rygiel e Meyaard, 2012).

L’effetto immunomodulatorio risultante dall'inteiane del CD200 con il suo
recettore rappresenta un bersaglio interessantelapenessa a punto di nuovi
approcci terapeutici dal momento che la sua maagohe puo indurre tolleranza
immunologica da un lato ed autoimmunita dall’altéffetti positivi sono stati

ottenuti in modelli murini di artrite e di rigettal trapianto grazie all'impiego di
forme ricombinanti dell’lOX2 (Gorczynski et al.,, 199Gorczynski, 2005). Nel
genoma umano ed in quello murino sono stati receeée identificati

rispettivamente uno e quattro omologhi del CD200f eancano del dominio
citoplasmatico e quindi sono apparentemente incagadrasdurre un segnale
(CD200RL) (Wright et al., 2003). Tuttavia, alcura@sidui carichi positivamente
nella regione transmembrana di questi omologhittecali possono interagire con
residui carichi negativamente presenti nella paoio transmembrana
dell'omodimero DAP12. Questa proteina di membranasjede un motivo ITAM

(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifjlaessua porzione intracellulare

che puo essere fosforilato e, quindi, puo reclutateattivare delle tirosin-kinasi.
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L’accoppiamento fra il CD200RL e la proteina DARI&Ita cosi nella trasduzione
di un segnale attivatorio all'interno della cellldarsaglio. Attraverso l'utilizzo di

una forma ricombinante della glicoproteina, si énastrato che I'OX2 non

interagisce con i recettori CD200RL (Hatherley &t d2004). In conclusione, a
differenza del CD200R inibitorio originariamente rai¢erizzato nel topo e
nelluomo, questi omologhi CD200RL funzionano daetori attivatori; purtroppo

guali siano i ligandi di queste proteine in vivgu@ale sia il significato funzionale e
biologico di questi recettori restano ancora daamig. E’ possibile che questi
CD200RL si siano evoluti per riconoscere alcune momenti virali o batteriche ed
attivare, attraverso DAP12, le cellule effettricield sistema immunitario,

analogamente a quanto € stato descritto per itogeeattivatorio Ly49 espresso
sulle cellule NK che riconosce la proteina m157 @&V murino (Smith et al.,

2002; French et al., 2006).

2.3.2Espressione del CD200 nelle cellule normali e tumaili

Oltre ad essere espresso sulle normali cellulesidegma immunitario, e stato visto
che il CD200 & un marker di staminalita delle dellstaminali normali come quelle
a livello del follicolo pilifero, delle cellule stainali pluripotenti embrionali e delle
cellule pluripotenti pancreatiche (Tang et al.,204&lly et al., 2011; Garza et al.,
2011). Inoltre e stato evidenziato che la protedi2200 e co-espressa assieme a
marker di staminalita in diverse cellule tumorabne nel melanoma, tumore
ovarico, mesotelioma, neuroblastoma, leucemiatlocdacronica, tumore al colon,
prostata e seno (Siva et al., 2007; Kawasaki e28D7). Queste evidenze hanno
portati i vari gruppi a ipotizzare che le cellulaminali tumorali possano essere in
grado di evadere il sistema immunitario generanda usposta tollerogenica
facilitata dal CD200. Ad oggi perdo non sono ancstate prodotte evidenze che il
tumore generato da cellule staminali esprimen@Di200 siano in grado di indurre
una tolleranza immunologica portando ad un vantadgl tumore stesso (Rygiel et

al., 2012). Perd ci sono evidenze per quanto radpiar ruolo del CD200 nella
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progressione tumorale, L'espressione del CD200 é&atiare prognostico negativo
di sopravvivenza per i pazienti con il mieloma nuléit o con la leucemie mieloide
acuta (Moreaux et al., 2006; Tonks et al., 2006ndSstate eseguite infatti analisi
mediante cDNA microarrays su campioni di pazierdgn anieloma multiplo e
leucemia acuta mieloide ed il CD200 é risultateees®spresso rispettivamente nel
78% dei MM e 43% delle LAM, determinandma significativa diminuzione della
sopravvivenza di questa pazienti (Moreaux et 8082.

La proteina CD200 €& overespressa sulle celluleadelicemie linfatica cronica,
della leucemia a cellule capellute, del cancro iceae melanoma (McWhirter et al.,
2006, Brunetti et al., 2009; Siva et al., 2008) D200 e anche correlata con la
progressione tumorale (metastasi) nei tumori delmpoe, vescica, prostata,
leucemia mieloide cronica (Moreaux et al.,2008)n&astati condotti studi di
espressione di CD200 su linee cellulari di tumdia mammella, trapiantate in
modelli murini immunodeficienti e non. L’espresstosembra aumentare nella linea
tumorale del topo immunocompetente, e questo sisggeche la proteina CD200
possa avere un ruolo nei meccanismi di evasioné&a d&posta immunitaria
(Gorczynski et al.,2010) .

Quindi l'identificazione di CD200 come un marker diaminalita, un fattore
prognostico tumorale, e un attenuatore della rispasti-tumorale suggerisce che
guesta proteina possa avere un importante ruolt rfahzione delle cellule

staminali cancerogene, favorendone la capacitluggse al sistema immunitario.

2.2.3 Il ruolo del CD200 nella risposta anti-tumorée

Il ruolo del CD200 nellimmunita tumorale é statandstrata per la prima volta
usando due modelli murini: un primo modello coresiat nell’'utilizzo di topi
C57BL/6 a cui e stato fatto un trapianto allogendiomidollo seguito da una
somministrazione di cellule leucemiche, con ridoltdi una graft versus leukaemia
(GVL). Il secondo modello utilizzava topi C57BL/@gimmunizzati con cellule

leucemiche esprimenti una molecola T costimolat@€iB80), tanto da mostrare un
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efficiente rigetto nei confronti della malattia. A&dtrambi i modelli é stata data una
proteina di fusione CD200-Fc che provocava unaizithe dell'immunita verso le
cellule leucemiche con un aumento della mortaltémale e un aumento della
crescita tumorale. Effettuando poi una coinfusiatieCD200-Fc e macrofagi
esprimenti CD200R e stata osservata un’ulteriotrenatzione della risposta
immune, ipotizzando un probabile effetto inibent# @D200-Fc verso la risposta
immune antitumorale (Gorczynski et al., 2001). Baoanismo che sta alla base di
tutto cio é stato ricercato mediante I'utilizzolidiee cellulari di melanoma e tumore
ovarico esprimenti il CD200 in reazione linfocigaallogenica mista di cellule T e
cellule dendritiche. E’ stato osservato una dimime della produzione di IL-2 e
INFy le citochine prodotte dai Thl (Figura 4), impotiamediatori della risposta
antitumorale (Siva et al., 2007). Aggiungendo poianti-CD200 la loro produzione
veniva ripristinata confermando quindi la capaaitadulatrice della proteina verso
la risposta immunitaria antitumorale (Siva et a2007), cid ha suggerito
'importanza che potrebbe avere il CD200 come ussjle target terapeutc
(Kawasaki et Farrar, 2008).

IL-2 IL-10 4
IFNy  T-reg |

Immunocompromised
tumor environme nt
TRENDS in immismoiogy

Figura 4:L’espressione di CD200 induce una downregolaziaiadisposta Thl e una
induzione delle cellule T regolatorie creando un cmambiente tumorale

iImmunocompromesso, favorente la proliferazione tatadKawasaki e Farrar, 2008).
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Questi studi perdo sono basati su colture linfodtaniste, e risulta difficoltoso
comprendere se linibizione avvenga in maniera t#ireoppure attraverso |l
coinvolgimento delle cellule APC (cellule presentafiantigene) (Rygiel e
Meyaard, 2012). Uno studio su un modello tumoral@ldsmocitoma esprimente
CD200 ha mostrato da una parte l'incapacita diiieildirettamente i linfociti T
citotossici ma dall’altra I'abilita di influenzata funzione delle cellule T cambiando
guello che ¢ il profilo citochinico dei macrofa@Vang et al., 2010). Da questi studi
emerge che il CD200 espresso sulla cellula tumgradeinnescare due meccanismi
di inibizione della risposta antitumorale:

* Meccanismo diretto: il CD200 espresso sulla celtulmorale o sulla cellule
stromali o sulla cellula T attivata lega il CD20QRResente sulla cellula
effettrice della risposta immunitaria determinanitdldolocco della risposta
antitumorale (Figura 3a);

* Meccanismo indiretto: I'interazione del CD200 esgresulla cellula tumorale,
stromale o sulla cellula immunitaria attivata ledyaCD200R sulla cellula
presentante I'antigene determinandone una regolazelle cellule attivate o
effettrici della risposta (Figura 3b) (Rygiel et Weard, 2012).
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Figura 5:Modello di meccanismo diretto e indiretto di irzloine delle risposta
antitumorale, innescata dall'interazione del CD266n il CD200R (Rygiel et
Meyaard, 2012).
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3.0OBIETTIVI DELLO STUDIO

La proteina CD200, sulla base delle evidenze rgpertlagli studi precedentemente
esposti, sembra avere un ruolo prognostico negagitimutcome dei pazienti affetti
da Leucemia Acuta Mieloide, anche se le conoscatimalmente a disposizione non
sono del tutto conclusive.

L’'obiettivo del nostro studio e stato quindi quelth analizzare l'espressione
dell’antigene CD200 nelle cellule leucemiche dezieati affetti da LAM e il suo
impatto sulla risposta alla terapia. Inoltre ablmaweluto valutare I'impatto che ha
rispetto al’'andamento della malattia non solomtié€rno della popolazione totale dei
pazienti, ma anche all'interno di sottogruppi dizieati con caratteristiche
prognostiche gia note.
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4. MATERIALI E METODI

4.1 Pazienti

L’espressione dell’antigene CD200 e stata valusatke cellule leucemiche di 244
pazienti con diagnosi di LAM non promielociticae#nti alla Clinica Ematologica
dellAzienda Ospedaliero-Universitaria di Udine e&r&, 173 erano maschi e 71
femmine con un eta mediana di 59 anni (range 184829 erano LAM “de novo” e
71 secondarie. La classificazione secondo il siatdel gruppo cooperativo Franco-
Americano —Britannico (FAB) ha evidenziato che d¢erte di pazienti con LAM de
novo avena citotipo MO nel 6% dei casi, M1 nel 18ébcasi, M2 nel 16% dei casi,
M4 nel 20% dei casi, M5 nel 38%dei casi e M6 neld@b casi.

Nella maggioranza dei casi lo studio della moledd@200 e stato effettuato su
cellule fresche di aspirato midollare e/o del s&npgeriferico prelevato al momento
della diagnosi nel corso della determinazione idetfiunofenotipo dei blasti
leucemici. In un numero minore di casi lo studistato effettuato sulle cellule
leucemiche della frazione mononucleata ottenuteianésl separazione su gradiente
di ficoll al momento della diagnosi e successivamerongelate a -80 °C in una
soluzione di terreno completo piu DMSO 10%.

Lo scongelamento é stato eseguito nel minor tengssibile per ridurre al minimo
la morte cellulare. La criovial contenente le delloongelate in acqua viene messa a
37°C fino a scongelamento, poi lavaper 2 volte in modo da eliminare
completamente il DMSO, e portata con terreno o tamepPBS al volume

desiderato.
4.2 Preparazione dei campioni

Viene eseguita una conta dell'aspirato midollare €analizzatore ematologico,

successivamente con la soluzione fisiologica viehleito in modo che la
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concentrazione leucocitaria risulti non superior@0e000{l. Sono state preparate
poi 2 provette con 100l di campione rispettivamente con:
e 10 pl di anticorpo anti CD45 (antigene comune leucom)aconiugato con
PerCP e 1Qul di un controllo isotipico coniugato con PE;
* 10 ul di anticorpo anti CD45 (antigene comune leucom)aconiugato con
PerCP e 1Qul anti CD200 coniugato con PE.
Dopo averle vortexate delicatamente sono statebateuper 15 minuti al buio a
temperatura ambiente. Successivamente sono statingig3 ml di soluzione lisante
(FACSLysing solution Becton Dickinson) e dopo 1(hati di incubazione al buio a
temperatura ambiente i campioni sono stati cemfaifiuper 5 minuti a 1700 rpm.
Dopo aver eliminato il sovranatante per capovolgitneé stato effettuato un
lavaggio con 3 ml di soluzione fisiologica centgéindo nuovamente i campioni a
1700 rpm per 5 minuti. Al termine del lavaggi®dvranatante e stato eliminato e il
pellet risospeso in 50Qul di soluzione fisiologica prima della lettura al
citofluorimetro.

4.3 Analisi citofluorimetrica

| campioni risospesi in PBS sono stati acquisiinalizzati con il citofluorimetro
FACSCalibur (Becton Dickinson), equipaggiato di kaser a ioni di Argon che
emette ad una lunghezza d’'onda di 488 nm (lasgrebtli uno che emette a 635nm
(laser rosso). Questa particolare lunghezza d’ordasente una efficiente misura
dei parametri fisici e pud eccitare contemporanedaendiversi fluorocromi. Con lo
strumento si possono leggere contemporaneamenta fijuattro fluorescenze:

* FITC: eccitazione 488 nm - emissione 519 nm;

* PE: eccitazione 488 nm - emissione 578 nm;

» PerCP: eccitazione 488 nm - emissione 675 nm;

» APC: eccitazione 635 nm - emissione 660 nm (Figyra
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Figura 6 Ottica FACSCalibur a 4 colotiBecton Dickinson).

In tutti i casi del nostro studio e stata impiegatdaecnica di immunofluorescenza
diretta con marcature multiple e per ogni campispao state acquisite almeno
20000 cellule. La positivita di CD200 é stata @zata selettivamente sulla
popolazione leucemica, individuata mediante uratesgia di gating immunologico,
combinando il parametro fisico di Side Scatter (b&@htro I'espressione del CD45,

antigene comune leucocitario (Figura 7).
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Figura 7:ldentificazione della popolazione blastica mediastetegia di gating. La
popolazione leucemica e identificabile poiché foramacluster ben visibile e con una

diversa intensita di espressione del CD45/SSC ttisadle normali cellule leucocitarie.

Una volta identificata la popolazione leucemicaneievalutata la positivita dei suoi
blasti al CD200. L'espressione del CD200 é statssicierata sia come percentuale
di cellule positive che come MFI (Mean Fluorescemidex), definito come il
rapporto tra I'Intensita media di Fluorescenzaadhpione (marcato con CD200) e
I'Intensita media di Fluorescenza del controllatiigico coniugato con PE (Figura 8
A e B).
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Figura 8 B:Sovrapposizione del picco generato dal controllotigco (verde) con
quello determinato dall'espressione del CD200(iolQuesto permette di ricavare |l
valore dellintensita media di fluorescenza del @éone marcato con CD200
(evidenziato dal riquadro rosso) e inoltre di egtodare la percentuale di cellule

positive (evidenziato dal riquadro verde).
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4.4 Analisi statistica

La remissione completéCR) e stata definita come il completo recupero/ello
periferico e I'assenza della malattia dal midollalutata a livello morfologico e
fenotipico o molecolare. lHesease free survivdDFS) e stato definito come il
periodo di tempo dalla remissione completa alladita. Lbverall survival(OS) e
stato identificato come [lintervallo dal momentolldediagnosi alla morte del
paziente, indipendente dalla causa del decesswaligbili categoriche (qualitative)
sono state analizzate cortakt esatto di Fisher (o test di Fisher-Yate$,deBisher-
Irwin, test esatto del chi?).

Le variabili quantitative continue sono state valetcon il test T di Student o
guando indicato con il test di Kruskall Wallis. dttori influenzanti la remissione
completa sono stati valutati con la regressionesimg univariata e multivariata,
espressa come Hazard Ratio (HR) (95%Cl).

Le curve dell'overall survival (OS) sono state coisé con il metodo di Kaplan
Meyer e le differenze tra i gruppi sono state daleo medianteest dei ranghi
logaritmici (logrank test).La correlazione tra le diverse variabili capaci di
influenzare la sopravvivenza e stata valutata eonefjressione Cox multivariata
(Cox, 1972). La significativita statistica € statmsiderata per P values < 0.10.
L’'analisi statistica e stata eseguita con il sofev@NCSS) (NCSS, Kaysville, Utah,
USA).

4.5 Cariotipo

Su tutti i pazienti & stata eseguita I'analisi génetica su campioni di midollo osseo,
dopo aver ottenuto il consenso informato, condaita convenzionale di bandeggio
dopo 24-48 ore di incubazione le metafasi sonce statutate in accordo con |l
Sistema Internazionale per la nomenclatura deitayenetica umana.

L’'assegnazioni della classi di rischio € stataafattcondo i criteri MRC (Grimwade
D et al.,1997). La presenza di t(8;21) o di inv({&p,16) e stata fatta corrispondere
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al cariotipo favorevole, mentre le alterazioni casomiche 3 e 5, la monosomia del
cromosoma 7 e il cariotipo complessoH alterazioni) sono state classificate come
anomalie associate ad alto rischio. | casi conotpo normale o alterazioni non
classificabili né come favorevoli né come sfavotesono state fatte rientrare nella

categoria a rischio intermedio.
4.6 Valutazione delle mutazioni di FLT3 e NPM1

L’RNA cellulare e stato estratto con la centrifuigae Ficoll a gradiente di densita
da cellule mononucleate arricchite usando il QIARNA Blood Mini Kit (Quiagen,
Chasworth, CA). Il cDNA e stato sintetizzato a partda 1ug di RNA totale

applicando il sistema MMLYV e usando primers esacheandon (Invitrogen).

4.6.1 NPM1

I cDNA e stato sintetizzato con tecniche standarcamplificato con la PCR

(polymerase chain reaction) per ottenere copiegdak NPM1. Gli esoni 11 e 12
sono stati amplificati assieme utilizzando i segugmnmers:

Forward: 5-GGTGGTTCTCTTCCCAAAGT-3'

Reverse: 3'-ATGGCACAAACTATTTACAA-S".

| prodotti dellamplificazione sono stati analizzamediante la tecnica del

sequenziamento diretto del DNA, tramite procedtaadard.

4.6.2 Stato mutazionale di FLT3

Tutto 'RNA é stato analizzato per l'identificaziemelle mutazioni ITD e D835 del
gene FLT3, come descritto da Noguera (Noguera .et2802). L'RNA ¢ stato

estratto dai blasti leucemici isolati Ficoll-Hypaqutilizzando un kit Quiagen. Per
ottenere il cDNA, tutto 'RNA é stato retrotrastoitusando primers esamerici
random e MMLV (Invitrogen). 2 di CDNA sono stati amplificati in un volume
totale di 50ul di miscela di reazione contenente 200 di ciascun dNTP, 1.5 U di
Tag-Gold DNA polimerasi (Perkin-Elmer Cetus, NorkyaCT, USA), 30 pmol di

36



ciascun primer e PCR buffer. Il pre-riscaldamergtbadmiscela a 94°C per 5 minuti
e stato seguito da 35 cicli di 45 secondi a 56®s&condi a 72°C e 30 secondi a
94°C. Al termine dei 35 cicli & seguita una faseae di 10 minuti a 72°C. | primers
oligonucleotidici utilizzati:
« ITD RS55-TGTCGAGCAGTACTCTAAACA-3
R6 5'-ATCCTTAGTACCTTCCCAAACTG'
« D835 17F 5-CCGCCAGGAACGTGCTTG -3
17R 5'-GCAGCCTCACATTGCCCC-3'
Per I'identificazione di ITD i prodotti amplificagono stati sottoposti a elettroforesi
su gel di agarosio al 3%, che evidenza nei campiutati la comparsa di una banda
supplementare di dimensioni superiori all'ampliiccavild-type. Per quanto riguarda
la mutazione D835, i prodotti dell’amplificazioner® stati incubati con I'enzima di
restrizione EcoRV (Amersham International, UK)campioni wild-type vengono
completamente digeriti dall'enzima con la preseatizdue bande a 68 bp e 46 bp,
mentre i campioni mutati vengono digeriti solo palrmente con la persistenza di
una banda di 114 bp non digerita. Questo e possibdividuarlo mediante una

corsa elettroforetica su gel di agarosio al 3%.
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5.RISULTATI

5.1 Espressione del CD200 e parametri clinici e damici

Complessivamente lo studio ha riguardato 173 p&zen LAM de novo e 71
pazienti con LAM secondaria, con un’eta mediana9ddénni (range 18-84).
L’'antigene CD200 e risultato positivo su una petgale variabile di cellule in
136/244 (56%) con una media di fluorescenza MFlXd(range 2-100). Tra questi
pazienti, 41 overesprimevano la molecola (MFI= 281). Al fine di stabilire se la
presenza del CD200 nei blasti fosse in grado dntifleare uno specifico
sottogruppo di pazienti con determinate caratiehista significato prognostico e
stata studiata la prevalenza dei casi CD200 +laziene alle caratteristiche cliniche
e biologiche.

Come riportato in tabella 4 I'espressione del CD2@h e associata in modo
statisticamente significativo né con I'eta, né cemlori della conta leucocitaria dei
pazienti; I'antigene invece, € piu frequentemes@esso in casi di LAM secondaria
(73%) che in casi di LAM de novo (49%) (p=0.000&)me anche in pazienti CD34
positivi rispetto ai pazienti CD34 negativi (p<00Q). CD200 & poi presente
preferenzialmente sui blasti leucemici di casi etevati livelli di Bcl2 (p=0.01) e
con bassi livelli di CD56 (p=0.015). Inoltre, poi&he anomalie citogenetiche e
molecolari presenti all'’ esordio sono trai fattgmiognostici piu importanti per
guanto riguarda I'esito della malattia, abbiamautetb I'espressione di CD200 nelle
diverse classi di anomalie genetiche ricorrentiregarticolare per quanto riguarda
le anomalie citogenetiche a rischio intermedio atastevidenziata una bassa
frequenza di casi CD200 positivi (47%), rispett@ltjua rischio favorevole (93%) e
a rischio sfavorevole (66%, p=0.0003).

L’'analisi dei dati molecolari ha mostrato che il062lei casi FLT3 wild type sono
CD200 positivi rispetto a al 29% rispetto al 37%pdizienti con mutazioni FLT3
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(p=0.004), cosi come il 68% di casi NPM1 wild typepetto al 29% dei pazienti
con mutazioni a carico della nucleofosmina (p=03)01

Tabella 4 Espressione di CD200 e caratteristiche clinico/bgthe alla diagnosi

RISULTATI
CD200+ P
Eta > 55 84/147 (57%) 0.79
Eta< 55 53/97 (55%)
LAM “de novo” 84/172 (49%) 0.0006
LAM secondarie 52/71 (73%)
WBC = 30 *10°/L 48/99 (48%) 0.08
WBC < 30 *10°/L 87/145 (60)
FLT3  Positivo 17/46 (37%) 0.004
Negativo 105/170 (62%)

* 28 casi non sono stati valutati per mutazioni a carico di FLT3

NPM1 Wild type 99/145 (68%) 0.0013
Mutato 19/65(29%)

* 34 casi non sono stati valutati per mutazioni a carico di NPM1

Intermedio 13/14 (93%)
RISCHIO ASSOCIATO
A CARATTERISTICHE ~ Sfavorevole 63/139 (47%) 0.0003
CITOGENETICHE

Favorevole 44/67 (66%)

* 24 casi non sono stati valutati per il rischio citotipico

CD34 Positivo 99/129 (77%) <0.00001
Negativo 36/113 (32%)

CD56 Positivo 39/87 (45%) 0.015
Negativo 95/154 (62%)

* 3 casi non sono stati valutati per I’espressione di CD56

Bcl2-MFI: > 17 65/101 (64%) 0.01
<17 66/136 (48%)

* 7 casi non sono stati valutati per I'espressione di Bcl2
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5.2 Espressione di CD200, risposta alla terapia thduzione e

sopravvivenza globale

Ai fini di valutare la risposta alla terapia di umdone sono stati considerati solo
149(66%) casi dei 244 considerati nello studiocpéialcuni sono deceduti durante
la fase di induzione e gli altri sono risultati @&sresistenti alla terapia. La ricaduta
e avvenuta nel 36% dei casi (54/149) a una mediad@ mesi.

Attraverso un’analisi univariata e multivariata eostati valutati i fattori che
possono influenzare I'ottenimento della remissia@mmpleta (Tabella 5). Dalla
tabella si evince che dall'analisi univariata lalpabilitd raggiungere la remissione
completa risulta sensibilmente diminuita nei paizieson CD34 positivo, con
cariotipo sfavorevole, con eta superiore a 55 argon una LAM secondaria. Questi
fattori, che convenzionalmente vengono consideratavorevoli per il
raggiungimento e il mantenimento della remissionengleta, conservano la loro
influenza negativa rispetto al raggiungimento d&l{2 dopo la terapia di induzione
anche in analisi multivariata.

Per il CD200 il risultato dell’'analisi € simile imuanto si evidenzia come
I'espressione delle molecola abbia un’influenzaatieg sulla risposta alla terapia di

induzione anche dopo I'analisi multivariata (p=0.04

Tabella 5 Analisi dei fattori che potrebbero influenzarerkmissione completa

ANALISI UNIVARIATA ANALIS| MULTIVARIATA

OR (95%Cl) P-value OR (95%Cl) P-value
Etaz 55 0.23(0.12-0.43) <0,00001 0.40(0.19-0.87) 0.0019
WBC2 30%10° 0.6(0.36-1.11) 0.1
LAM secondaria 0.19(0.10-0.35) <0,00001 0,31(0.15-0.65) 0.0019
Cariotipo sfavorevole  0.08(0.005-0.61) 0.01
CD34 positivo 0.27(0.12-0.55) 0.0004 0.36(0.17-0.77) 0.008
CD56 positivo 0.74(0.42-1.30) 0.27
€D200 positivo 0.52(0.29-0.91) 0.02
CD200 MFIz11 0.41(0.19-0.92) 0.03 0,49(0.20-0.95) 0.040
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Quindi si e voluto studiare se in qualche modo hesenza del CD200 sui blasti
potesse influenzare anche la sopravvivenza gldRed dei pazienti.

Nel momento in cui é stata effettuata I'analisi Jakienti su 244 erano vivi liberi
da malattia.

Esaminando nella nostra intera coorte di casi LAMércentuale di pazienti che a
tre anni dalla diagnosi sono ancora in vita in zielae a i fattori a significato
prognostico gia noto si evidenzia come tre anr@®8isia significativamente ridotta
per pazienti con un’eta maggiore di 55 anni (218peito a 60% di pazienti con eta
< 55anni, p<0.0001), per pazienti con LAM secora§20% rispetto a 43% di
pazienti con LAM de novo, p=0.0004) e per pazie@id34 positivi (23% rispetto a
53% pazienti CD34 negativi, p<0.0001). Anche nedocai pazienti a cariotipo
sfavorevole vi € una significativa riduzione delsmpravvivenza globale se
comparati con i casi a cariotipo normale o favolev22% rispetto a 40% di
pazienti cariotipo normale/intermedio e a 60% dii@ati a cariotipo favorevole, p=
0.0003).

Abbiamo quindi voluto studiare se anche il CD20Gepse in qualche modo
influenzare I'OS come i fattori precedentementesipi@ considerazione: a 36 mesi
I'espressione aberrante di CD200 ha un impatto thegasulla sopravvivenza
globale dei pazienti (p=0.02), il 31% dei pazie@B®200 positivi SOno ancora Vivi
rispetto a 45% di pazienti CD200 negativi (Figuya 9

Avendo stabilito che I'espressione di CD200, coriealtri fattori prognostici gia
noti, ha un impatto negativo sulla sopravvivenzzbgle, abbiamo poi analizzato se
anche lintensita di espressione della molecolasdom relazione ad un diverso
andamento della malattia. Come evidenziato la culvasopravvivenza nella
popolazione totale solo il 17% dei pazienti coraalitensita di espressione di
CD200 sono ancora in vita a 3 anni dalla diagnostonfronto al 36% dei pazienti

con bassa espressione della proteina (p=0.0240r@ ).
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Figura 9:Sopravvivenza globale nella coorte totale di paiziean LAM in relazione
all’espressione di CD200. La curva rossa indicantimento della malattia nei
pazienti i cui blasti non esprimono CD200, la curbl indica 'andamento della

malattia nei pazienti che esprimono CD200.
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Figura 10:Sopravvivenza globale nella coorte totale di paiziean LAM in relazione
allintensita di espressione di CD200. La curvasasndica 'andamento della malattia
nei pazienti i cui blasti non esprimono la protei@®200 (MFI=1), la curva blu indica
I'andamento della malattia nei pazienti che hanma tassa intensita di espressione di
CD200 (MFI<11), la curva verde indica I'andament@idpazienti che hanno alte
intensita di espressione di CD200 (M#L).
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L’alta intensita di espressione di CD200 (MEL) mantiene il valore prognostico
negativo sulla sopravvivenza globale anche dopwlisi multivariata, assieme a eta

superiore ai 55 anni, cariotipo sfavorevole e patper il CD34 (Tabella 6).

Tabella 6: Analisi multivariata di fattori biologice clinici dei pazienti in

relazione alla sopravvivenza globale.

ANALISI MULTIVARIATA

HR (95%Cl) P-value

Eta= 55 0.46(0.30-0.69) 0.0002
LAM secondaria 0,92(0.61-1.39) 0.78
Cariatipo sfavorevole 0.33(0.13-0.79) 0.01

CD34 positivo 0.44(0.29-6.67) 0.0002
CD200 MFIz11 0,59(0.32-0.97) 0.04
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5.3 Associazione tra CD200 e diverse classi di feut

prognostici in relazione all’andamento della malatia

Avendo stabilito la valenza prognostica di CD200iwello della popolazione
generale dei pazienti, abbiamo poi valutato seiessione di CD200 fosse in grado
di modificare I'andamento della malattia all'intermi diversi gruppi di pazienti
identificati da marcatori clinici/biologici gia nigber la loro valenza prognostica.

Per quel che riguarda la coespressione con molacsgificato noto come il CD56
e il CD34, non é risultata esserci una differentaisticamente significativa di
sopravvivenza globale da malattia tra pazienti CD®6i pazienti CD34+ che
esprimono la molecola CD200. Come mostrano inveaiive di sopravvivenza in
figura 11 e 12 e vi é invece una differenza sigatfva nei pazienti CD56- e CD34-.
In particolare tra i casi CD56-, la percentual@aizienti ancora in vita a 3 anni dalla
diagnosi € del 57% quando CD200 non e espresso3dfél quando CD200 e
espresso ad una bassa intensita e dello 0% quaD@60Ce espresso ad intensita
alta. Nello stesso modo, tra i pazienti CD34-, dressione ad alta intensita di
CD200 é associata ad una probabilita di sopraveaeglobale, a 3 anni dalla
diagnosi, peggiore: 0% rispetto a 59% in pazieoti espressione di CD200 a bassa

intensita e 57% in pazienti CD200 negativi.
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Figura 11:Sopravvivenza globale in pazienti con LAM CD56relazione all’intensita

di espressione di CD200. La curva rossa indicadamento della malattia nei pazienti
I cui blasti non esprimono la proteina CD200, lancau blu indica 'andamento della
malattia nei pazienti che esprimono CD200 con MHI<la curva verde indica

I'andamento della malattia nei pazienti che espmm@D200 con MEt11.
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Figura 12:Sopravvivenza globale in pazienti con LAM CD34telazione all'intensita

di espressione di CD200. La curva rossa indicadamento della malatia nei pazienti i
cui blasti non esprimono la proteina CD200, la aurblu indica 'andamento della
malattia nei pazienti che esprimono CD200 con MHI<la curva verde indica

'andamento della malattia nei pazienti che espmm@D200 con MEt11.

45



Prendendo poi in considerazione due caratteristitdiia malattia a forte impatto
negativo, come il cariotipo sfavorevole e lo svpopdi LAM secondaria,

I'espressione del CD200 sembra favorire il trengateo di sopravvivenza gia
caratteristico di questi due fattori, infatti a @ani dalla diagnosi solo I'11% dei
pazienti con cariotipo sfavorevole e che esprim@i2200 sono ancora vivi in

confronto al 39% di pazienti dello stesso gruppogpostico che non esprimono
CD200 (Figura 13). Allo stesso modo I'espression€d200 ha impatto negativo
sulla sopravvivenza globale dei pazienti con LAM®w®laria, poiche a tre anni dalla
diagnosi il 16% di pazienti sono vivi in confrorab38% di pazienti CD200- (Figura
14). Inoltre CD200 e associato ad una peggioreasoprenza globale anche nei
pazienti con LAM de novo con 49% di pazienti CD2@035% CD200+ che sono

ancora vivi a 3 anni dalla diagnosi.
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FIGURA13: Sopravvivenza globale nei pazienti con LAM conatgnd sfavorevole in relazione
all’'espressione di CD200. La curva rossa indicantiamento della malattia nei pazienti i cui
blasti non esprimono CD200, la curva blu indicankimento della malattia nei pazienti che

esprimono CD200.
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Figura 14:Sopravvivenza libera da malattia nei pazienti cdVL SECONDARIA in
relazione all’espressione di CD200. La curva rogsdica 'andamento dei pazienti i
cui blasti non esprimono la proteina CD200, la arblu indica 'andamento dei

pazienti che la esprimono.

Analizzando il gruppo di pazienti che differiscomer la presenza/assenza di
mutazioni a carico di FLT3, I'espressione di CD28@ blasti non peggiora la

probabilita di sopravvivenza dei casi FLT3-ITD giv$j ma ha un impatto negativo

sulla sopravvivenza dei pazienti con FLT3 wild ty®e notano delle differenze in

cui a 3 anni dalla diagnosi il 42% di pazienti CD2@ ancora in vita in confronto al

36% di pazienti a bassa espressione di CD200 e2% #li pazienti ad alta

espressione di CD200 (Figura 15).
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Figural5:Sopravvivenza globale nei pazienti con LAM neggt@ri mutazioni di FLT3
in relazione all'intensitd espressione di CD200. tarva rossa indica I'andamento
della malatia nei pazienti i cui blasti non esprineola proteina CD200, la curva blu
indica 'andamento della malattia nei pazienti abgprimono CD200 con MFI<11, la
curva verde indica 'andamento della malattia nezgenti che esprimono CD200 con
MFI>11.

Infine, per quanto riguarda la classe di pazieatatterizzati da mutazioni NPM1
che di per sé conferiscono una prognosi migliospaito alla controparte non
mutata, la espressione di CD200 peggiora la préitzali sopravvivenza nel gruppo
di casi mutati ma non in quello di casi mutati.@®econsideriamo I'associazione tra
intensita de espressione di CD200 e sopravviveldaalg nel gruppo di pazienti
mutati per NPM1, si ottengono le curve di sopragmza mostrate in Figura 16,
dove a 3 anni dalla diagnosi il 63% di pazienti clom esprimono CD200 sono
ancora in vita, contro il 25% di pazienti con basspressione di CD200 e lo 0% di

pazienti con alta espressione di CD200.
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Figura 16:Sopravvivenza globale nei pazienti con LAM cara&tti dalla mutazione a

carico del gene NPML1 in relazione all’espressiomeC®200. La curva rossa indica

'andamento della malattia nei pazienti i cui bliasbn esprimono la proteina CD200,
la curva blu indica 'andamento della malattia n@zienti che esprimono CD200 con
MFI<11, la curva verde indica 'andamento della ratla nei pazienti che esprimono
CD200 con MFr11.
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6.DISCUSSIONE

Le Leucemie Acute Mieloidi (LAM) sono un gruppo reshamente eterogeneo di
neoplasie ematologiche maligne caratterizzate @apuognosi severa, ma variabile
in base alle caratteristiche cliniche, morfologickefenotipiche della malattia.
L’identificazione al momento della diagnosi di taghieculiarita che possono
condizionare l'andamento della malattia costituisad oggi il presupposto
indispensabile per definire il reale rischio deiltaalattia e di conseguenza,
ottimizzare e personalizzare le strategie terapleatper ogni paziente. Tra i fattori
biologici, quello che svolge il ruolo piu importante rappresenta un fattore
prognostico e sicuramente il cariotipo dei blagtudemici; infatti € possibile

identificare tre gruppi di rischio: favorevole, gfaevole e intermedio, in rapporto
alla presenza e al tipo di anomalia cariotipicas{@Gldi e Liso, 2007). Tuttavia

'andamento della malattia nei casi con cariotiponmale, che costituiscono circa il
50% dei casi, € molto eterogeneo, inoltre anchepiiesenza di alterazioni
citogenetiche a significato prognostico favorevokpesso |'andamento della
malattia non € quello atteso. E’ pertanto estrenménemportante identificare altri

fattori che consentano di distinguere i pazienti categorie prognostiche ben
definite. A questo proposito sono gia state idexdié alcune caratteristiche
biologiche come mutazioni a carico di alcuni gemingolti nei processi di

regolazione dei meccanismi di proliferazione, aial@ntigeni espressi sulla cellula
leucemica che sono in grado di influenzare ultenamte il decorso della malattia,
interferendo in vario modo sulla risposta alla péxa sulla durata della risposta e
sulla sopravvivenza dei pazienti affetti da LAMfdtti nel corso degli anni lo studio
sistematico dell'assetto antigenico dei blasti batgio ad identificare come fattori
prognostici negativi I'espressione di CD34 e di ®D3l cui effetto si puo

manifestare anche quando sono presenti fattorinmgigei maggiori come anomalie

citogenetiche ed in particolare anche quando soesepti anomalie citogenetiche a
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significato prognostico positivo (Murray et al., 989 Raspadori et al., 2002; Myint
et al., 1992).

Studi piu recenti hanno poi evidenziato un altréigeme, il CD200, che sembra
avere un ruolo di modulazione dellandamento deflalattia in diverse forme
tumorali, tra cui le Leucemie Acute Mieloidi. Quasimolecola, attraverso
I'interazione con il proprio recettore, il CD200Rembra svolgere un’attivita
immunosoppressiva e favorire percio la progressiongorale, sebbene in sistemi
murini sia stato evidenziato un effetto di inibizeédi CD200 sulla formazione di
metastasi in tumori del polmone (Fatemeh et all220l meccanismi attraverso cui
CD200 inibisce la risposta immune antitumorale sono completamente chiariti
anche se sembra coinvolgano l'inibizione dell’ativdei macrofagi, induzione di
linfociti T regolatori, “switching” del profilo cichinico da Thla Th2 ed inibizione
dell'immunita tumore specifica mediata dai linfodit

In particolare nelle LAM, alcune recenti pubblicaai hanno evidenziato che
I'espressione ad alta intensita di CD200 e in grddsopprimere lattivita dei
linfociti NK e la loro risposta antitumorale (Colesal., 2011). L’iperespressione di
CD200 nei pazienti affetti da LAM sembra aver gtfieinche sui linfociti T, poiché
e stato dimostrato che é in grado di indurre unemiondi linfociti T regolatori e di
sopprimere la funzione di linfociti T della memo(i&hang et al., 2010).

Sulla base di queste evidenze é stato ipotizzatd'ebpressione aberrante di CD200
sia uno dei meccanismi utilizzato dalle celluleclemiche per sfuggire al controllo
del sistema immunitario. Ad oggi non sono ancospaiibili dati definitivi relativi
all'eventuale ruolo prognostico svolto da questdigeme; infatti alcuni studi
condotti nel campo delle Leucemie Acute Mieloidinha documentato una
correlazione tra espressione di CD200 e la presetizaalcune anomalie
citogenetiche a significato prognostico positivoalqut(8;21) e inv(16), e tra
espressione di CD200 e ridotta sopravvivenza tofal#a base di queste evidenze e
stato ipotizzato che CD200 possa rappresentare h&lM un fattore a significato

prognostico negativo (Tonks et al., 2007).
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| risultati illustrati nel presente studio, sonatsbttenuti analizzando I'espressione
di CD200 e il suo impatto sullandamento della rtiedanon solo al'interno della
popolazione totale dei pazienti, ma anche all'mbedi sottogruppi di pazienti con
caratteristiche prognostiche gia note.

A questo proposito sono stati esaminati 244 catiAdWl all’esordio della malattia
in CD200 appare espresso nel 56% dei casi (136/Zddividendo i pazienti
secondo l'intensita di espressione del CD200 41 (#3%) presentano un’alta
intensitad (MFI> 11) e 95 casi (70%) presentano una bassa espregdit-I<11).
Non e emersa alcuna associazione con parameticazlmologici quali eta, conta
dei WBC all'esordio e i sottotipi FAB; lI'espressendi CD200 € invece piu
frequente nei casi di LAM secondaria rispetto &@i ¢t LAM de novo. La presenza
di questo antigene e poi significativamente assacdl'espressione dell'antigene
CD34 ed alla presenza di anomalie cromosomiche gaifisato prognostico
favorevole, come anche ad anomalie cromosomichagmifisato prognostico
sfavorevole. E’ stato invece possibile documentara correlazione inversa con la
presenza dell’antigene CD56 con la presenza di zimrtadei geni FLT3 e di
NPM1.

Nella coorte di pazienti rappresentata nello studiaemissione completa dopo
terapia di induzione, come atteso viene raggiuntaina percentuale minore di
pazienti qualora si tratti di casi con un cariotigfavorevole, di casi con una eta
superiore a 55 anni, di casi di LAM secondaria ea8i i cui blasti esprimono la
proteina CD34. Anche I'espressione di CD200 rapgres nello studio un fattore
prognostico negativo poiché si osserva un basso tdisremissione completa post
induzione nel 56% dei casi CD200+ rispetto al 76%i €D200- (p=0.006); inoltre
la sopravvivenza globale a 36 mesi dalla diagnassidtata maggiore nei casi non
esprimenti il CD200 rispetto alla controparte esmte I'antigene, 45% dei
pazienti CD200- rispetto a 31% di pazienti CD20@Ac ancora vivi a 36 mesi.
Avendo stabilito il valore prognostico negativo @D200 all'interno della nostra

intera popolazione di pazienti leucemici e statioitedio I'impatto dell’espressione di
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CD200 sulla prognosi di sotto classi di pazientat@rizzati da fattori prognostici
gia noti. La sopravvivenza globale nei pazientiii llasti esprimono CD34 e CD56
non mostra differenze significative tra casi CD2@€D200- , mentre tra i casi
CD56- l'alta intensita di espressione di CD200 pegyla sopravvivenza globale
dei pazienti. Lo stesso vale per i casi con mutaziocarico di NPM1 e per i casi
FIt3-WT, cioé per i casi tradizionalmente assodatiun migliore outcome in cui si
evidenza un peggioramento del tasso di sopravva/enndo CD200 € espresso.
Allo stesso modo lo studio presente permette patalilire che I'espressione di
CD200 peggiora la prognosi anche di pazienti coiiLdee novo. LAM secondariee
con cariotipo sfavorevole.

| nostri dati percido non solo consentono di stabié confermare in generale il ruolo
prognostico negativo dell’espressione aberrante GI)200 ma soprattutto
consentono di concludere che l'analisi dellespgoess di CD200 permette di
ridefinire in modo piu preciso I'andamento dellalatida in categorie di pazienti
normalmente considerati a basso rischio e che Cippbesenta un fattore
prognostico ulteriormente negativo in pazienti garatterizzati da alcuni fattori
biologici non favorevoli.

Cio costituisce la base per promuovere uno studigpiprofonditi sui meccanismi
che favoriscono la risposta immune antitumoralaiergeccanismi di evasione della
risposta immune da parte del tumore. In questeazidine sono gia stati condotti
numerosi studi che hanno messo in evidenza comentmcato network che
coinvolge molteplici tipi di cellule del sistema nmunitario innato ed adattativo. In
particolare Coles e collaboratori recentemente daewidenziato che vi € un
incremento di cellule T regolatorie nei pazientidemici i cui blasti esprimono il
CD200. Seguendo queste indicazioni abbiamo iniaastudiare questa importatnte
classe di linfociti nella nostra casistica di panidcAM all’esordio allo scopo di

chiarire ulteriormente la relazione tra CD200 @dlamento clinico della malattia.
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