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Abbreviazioni (in ordine alfabetico)

ALC : Absolute Lymphocyte Count

AMC Absolute Monocyte Count

ABVD: Schema chemioterapico comprendente AdriamicinapmBicina,
Vinblastina, Dacarbazina

ASR: Age-Stanardized incidence Ratio

BEACOPP: Schema chemioterapico comprendente Bleomicirnepdside,
Adriamicina, Ciclofosfamide, Vincristina, Procarb@z, Prednisone
ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

DFS: Disease Free Survival

EFS: Event Free Survival (sopravvivenza libera da &yen

EORTC: European Organization for Research and Treatofedancer
FFP: Freedom From Progression (intervallo libero dagpessione)
FES: Failure Free Survival (sopravvivenza libera danfeento)

FFTF: Freedom from Treatment Failure

GHSG: German Hodgkin’s Lymphoma Study Group

HCT: Hematopoietic stem Cell Transplantation

HDC: High Dose Chemoterapy

HR: Hazard Ratio

IARC : International Agency for Research on Cancer

LMR : Lymphocyte/Monocyte Ratio

nLPHL: (variante) a predominanza linfocitaria nodulare

IF-RT : Involved Field Radiotherapy

IPS: International Prognostic Score

HL (o LH) : Hodgkin Lymphoma (o linfoma di Hodgkin)

MOPP: Schema chemioterapico comprendente Mecloretardinarisitina,
Probarbazina, Prednisone

MVD : Micro Vessel Density

OS: Overall Survival (sopravvivenza globale)

PD: Progression of Disease

PFS. Progression Free survival

REAL : Revised European-American Lymphoma Classification

R — S Reed - Sternberg cells

RC: Remissione Completa

RP: Remissione Parziale

RR: Rischio Relativo

SC: Stadio Clinico

SP. Stadio Patologico

TAM : Tumor Associated Macrophages

WHO: World Health Organization






ABSTRACT

1.BACKGROUND

Hodgkin Lymphoma (HL) is a rare disease and it aotdor almost 5% of
all malignant neoplasia and for 11% of lymphomatgobs. Classical
Hodgkin Lymphoma is hystologically characterized thye presence of
giant multinucleated cells called Hodgkin cells &Reed-Sternberg cells:
these are outnumbered respect to all cellular @ojoul in the neoplastic
lymph node (about 1% to 5%) and are surrounded kgolgmorphic
reactive microenvironment constituted by lymphosyte@lasma cells,
neutrophils, eosinophils, mast cells, macrophaggspmal cells and
fibroblasts. Modern chemotherapy is able to cureual80% of patients
with Hodgkin Lymphoma. Because the disease oceugoung adulthood
(age 15-35), there is a long life expectation sat tthe progressive
improvement of cure rates must also taking intooaot the vital
importance of long-term follow-up. Prognostic faston patients include
bulky mediastinal mass, B symptoms, more than 3phatic stations
involved and ESR > 50 mm/h. A multicentre studyHasenclever et al. in
1998 identified seven prognostic factors for adeahcstage HL
(International Prognostic Score, IPS): &gd5, gender, albumin < 40 g/L,
hemoglobin < 105 g¢/L, stage, leukocytosks 15,000 per mm3 |,
lymphopenia. An early response assessment as meelabyr an interim
PET/computed tomography (PET/CT) scan has beenrstiovbe a very
powerful prognostic tool that is independent ofnicial and biologic
prognostic factors, including the IPS. However rently, at least 20% of
patients relapsed and a similar proportion is ¢neated. Interim PET has a
clinical value only after ABVD treatment while IR8ore is validated only
for advanced stage. Some authors reported a progmogact of Tumour
Associated Macrophages (TAM) and of absolute lynogtedmonocyte
ratio in peripheral blood in classical Hodgkin Lyhgma at diagnosis.

These studies provide conflicting results and asislgre often based on not



homogeneous populations of patients. Here hence ndgwd of new
prognostic and predictive markers at diagnosis detter treatment of

Hodgkin Lymphoma.

2.AIM OF THE STUDY

Aim of the study was the identification of new pnogtic markers at
diagnosis in Hodgkin lymphoma based on the value abkolute
lymphocyte/monocyte ratio (LMR) in peripheral bloodrAM ratio and

Microvessel Density (MVD) in neoplastic tissues abed at diagnosis.
Primary end point of the study was the prognosticie of LMR and TAM

in term of Event Free Survival (EFS). We also datexl the stage of
presentation at diagnosis divided into early (stéagdB, IIA without bulky

lesions) and advanced (stage 1B, Ill, IV) with LMRAM and MVD.

3.MATERIALS AND METHODS

We considered all patient with new diagnosis of glad lymphoma treated
at Istituto Oncologico Veneto from January 2004Afril 2015. We also
analyzed all patients affected by HL treated ingame period at Oncology
Department in Vittorio Veneto and Bassano del Gaappll patients
(n=143) have been evaluated for LMR while we penied
immunohistochemical (IHC) analysis only in 60 saagplexcluding all
cases with diagnostic specimen less than 1 cm. T@dvtentage was
determined by immunohistochemistry with a monoclaaatibody (anti-
CD68). MVD was determined with anti CD105.

The relative percentage of CD68+ cells was estadadisn relation to the
overall cellularity: based on this value, patiemtsre divided into three
groups: <5% (low expression, score 1), 5-25% (iegtiate expression,
score 2) and >25% (high expression, score 3). Regpto treatment was
assessed with CT scan in the middle of treatmeahtvdth FDG-PET after



the completion of treatment. Patients treated alagrto ABVD regimen

received an early evaluation with interim PET ag&ekBVD cycles

4. STATISTICAL ANALYSIS

Receiver operating characteristic (ROC) curve asislywas used to
determine the optimal cut-off value of the LMR. Tdféect of variables on
survivals was examined using the univariate anslgsi Cox Proportional
hazard model. Mann—-Whitney test and logistic regjogs were used to
correlate IHC analysis with progression/relapseeold and the stage of
presentation at diagnosis. For survival analysispgry endpoint was EFS,
defined as the time from the first day of treatmamiil disease progression,
relapse, death for any cause or last follow-up,viSal curves were
estimated using the method of Kaplan and Meientissitzal significance
was defined as p value < 0,05. All statistical gses were performed with
SPSS Statistics 2.0 software.

5.RESULTS

The mean age at diagnosis was 38 years with 77snaald 66 females.
Median follow up was 40 months (range 5-120). 126ents received a
diagnosis of classic Hodgkin's lymphoma, 95 of ¢hg&/%) had Nodular
Sclerosis histological type, 20 (14%) Mixed cdhty , 11 (7%)
Lymphocyte Depleted.. Finally, 17 (12%) patientsraveaffected by
Nodular Lymphocyte Predominant Hodgkin Lymphoma pa@ients (41%)
presented with limited-stage disease and 85 (59#h) advanced stage. 21
(15%) had bulky lesion. IPS was calculated for tht 85 patients in
advanced stage: on the basis of this prognostiexindie recognized 15
patients (18%) with low-risk disease (IPS 0-1), @&tients (76%) with
intermediate risk disease (IPS 2-3) and 5 pati€é%) with high-risk



disease (IPS 4-7). 139 patients received chemaihesdth the following
schemes: ABVD (in 106 cases), STANFORD V (in 23 es3s
escalatedBEACOPP (in 8 cases) while two elderlyeptd considered frail
at a multidimensional geriatric assessment recemalg palliation with
procarbazine monotherapy. Four patients with Nadulgmphocyte
Predominant Hodgkin Lymphoma with stage IA recdiwmly radiation
treatment. 86 of the 106 patients treated accordind\BVD regimen,
performed an evaluation through early interim PE&ra cycles of therapy
(PET 2). The survey provided a complete remissieR)(in 65 patients and
a partial remission (PR) in 21 patients. Of thep@hients with negative
PET2, 8 relapsed (12%), while, among the 21 ptsieith positive PET 2,
11 showed relapse (52%), ten of the 21 patientd \pasitive PET 2
achieved a complete remission after the end ofrirexat and are currently
alive without evidence of disease. Our own expegeronfirms the
important prognostic value of PET 2 after treatmactording to ABVD
scheme. 91 of 106 (85%) patients treated with tH8VER regimen
experienced complete remission, 20 of 23 (87%)ep#i treated with
STANFORD V was in complete remission after treatmétl patients (8
of 8) receiving escalatedBEACOPP are in completaission. One patient
developed acute myeloid leukemia one year afteetiteof treatment with
escalatedBEACOPP regimen. 90 of the 143 patientslerwent
consolidation treatment with involved-field radatitherapy at a dose of 30
Gy or 36 Gy to the bulky lesions. A total of 123tipats presented
complete remission after first-line therapy, 2 AR. patients had disease
progression at the end of the first-line treatmé@st.of the 123 patients in
CR at the end of first-line therapy experiencedpsé. 35 patients received
a second-line therapy achieving complete remisisid&8 cases. 11 patients
died: in 8 cases the death occurred because adsgisgrogression; in one
patients the death is instead related to the dpuedot of a second cancer
(acute myeloid leukemia after chemotherapy accgrtnABVD regimen
with CR at the end of treatment for lymphoma);wotcases patients died

after the occurrence of an acute myocardial ini@nctsubsequent to



chemotherapy with ABVD. At a mean follow-up of 40onths, median
EFS has not been reached. The average value ohbeypes was 1,530 per
mm3 with a median of 1350 per mm3 (range 330-9700¢. average value
of monocyte was of 720 per mm3 with a median of p&0mma3 (range 70-
2570). The lymphocyte/monocyte ratio had an avecdd@58. ROC curves
were determined for the EFS in relation to Absoluygnphocyte Count
(ALC), Absolute Monocyte Count (AMC) and LMR. Tlaea under the
curve (AUC) for ALC had a value of 0.61 (95% CI468 to 0.752), for
AMC was determined to be 0.512 (95% CI, 0.358 @&66), while for the
ratio ALC / AMC was 0.558 (95% CI, 0.408 to 0.70Fpr none of these
variables a statistically significant relationskfh the EFS of patients was
evidenced. We then correlated ALC, AMC and LMR wWERS using Cox
Regression. Hazard ratio (HR) for ALC was 1.14%hwi value of 0.464,
for the AMC, HR was 1.103 with p value of 0.85mdly for LMR, the
HR was equal to 1,035 with p value of 0.086, naghhghting any
statistically significant correlations. We also ified the presence of a
possible association between the stage of diseasemation and ALC,
AMC, LMR. From this, the lymphocyte/monocyte ratippears to correlate
with the stage of disease (p = 0.035). In partictila value of ALC / AMC
in patients with advanced stage is lower (1.86p ttiee value observed in
patients with limited stage (2,71). The Immunolostmical analysis
showed positivity for CD68& 5% in 20 cases, between 5 and 25% in 26
cases and 25% in 14 patients. As for the CD 105 we obsenvauability
with an average of positivity of 15% (range 5% -30%e evaluated the
possible correlation between the positivity for @D6 and
relapses/progressions, not experiencing differemmaong the three
subgroups. Similarly, we tried to correlate theigpasy for CD105 with
recurrence/progression observed. Also in this césere were no
statistically significant differences. Finally, weve verified the presence
of a possible association between stage of dise@seguished in limited
and advanced, and the percentage of CD68 and Cl&ft¥cted in the

diagnostic biopsy. Also in this case we have naintb any statistically



significant correlation. No association betweenyeBDG-PET and TAM

or LMR was observed

5.DISCUSSION

The study of Steidl in 2010 has opened a new petse for risk
stratification in patients with Hodgkin's lymphomatarting from the
evidence of the important role of macrophages engitocess of interaction
between tumor cells and the surrounding microemvivent, Steidl
hypothesized the presence of a possible prognaeggicificance of the
amount of CD68 + tumor-associated macrophages mr@s¢he neoplastic
primitive lesion. Through a study of gene exprasgiofiling performed
on 130 biopsy specimens obtained at diagnosis fierga with classical
Hodgkin lymphoma and then confirmed on an indepehdehort of 166
patients, Steidl showed a strong association letvilecreased expression
of TAM and the reduction of progression-free suaVifPFS) and Disease-
Specific Survival (DSS). Following studies, howevdrave reported
conflicting data. Our experience seems not to skaw relationship
between the macrophage infiltration and patient@uwes. TAM seem to
have a fundamental role in tumor progression by utaiohg the immune
system, angiogenesis and cell metastatization. Sstogies have shown
that macrophages produce VEGF-A, a growth factor Yascular
endothelium, and matrix metalloproteinase 9 (MMR®)ich facilitates the
release of VEGF from the extracellular matrix thogre promoting
angiogenesis. Literature data show that CD105 (Gindp an hypoxia-
inducible protein and an integral part of the prommplex of the receptor
for TGF{, is abundantly expressed on endothelial cells of
neovascularization of tumor tissues; also, the ithe$ neovascularization
in neoplastic tissues (MVD, Intratumoral microvdssensity), determined

using anti CD105, was identified to be an indepahgeognostic factor in



survival in some solid tumors and hematologic nmigcies. Our study
evaluated the presence of a possible associatitmebe the MVD and
relapse / progression of the disease for the finsé using the antibody
antiCD105. Also in this case there were no statdlif significant
correlations.

Porrata et al. have linked the absolute lymphocgent and the absolute
monocyte count at diagnosis with the clinical oanteoof patients with
classic Hodgkin's lymphoma. This study showed tbatients with an
AMC > 900 cells /L have a lower survival than those vatlower level of
monocytes in the peripheral blood; ALC has not anfjuence on overall
survival (OS) and freedom from progression (FFB)d@monstrated by the
study of Hasenclever, but also on progression dregival and lymphoma
specific survival (LSS). A LMR> 1.1 is related to a higher OS, LSS, PFS
and time to progression in all stages of the dmsegm®th limited and
advanced). Even in our work there is a statistycsigjnificant relationship
between the ratio ALC / AMC and the presentati@gstat diagnosis; there

is no evidence, however, between ALC / AMC and EFS



RIASSUNTO

1.INTRODUZIONE

Il Linforna di Hodgkin (HL) € una malattia rara gopsesenta circa il 5% di
tutte le neoplasie maligne e I'11% di tutti i linfo Il linfoma di Hodgkin
classico e istologicamente caratterizzato dallasguea di cellule giganti
multinucleate chiamate cellule di Hodgkin e caldi Reed-Sternberg, che
rappresentano la minoranza rispetto a tutta lalpapme cellulare presente
nel linfonodo (circa 1% a 5%) e sono circondateudamicroambiente
reattivo polimorfico costituito da linfociti, plasmellule, neutrofili,
eosinofili, mastociti, macrofagi, cellule stromalifibroblasti. | trattamenti
pit moderni sono in grado di curare circa I'80% muiegienti con linfoma di
Hodgkin. Poiché la malattia si presenta nei giowahilti (15-35 anni), c'e
una lunga aspettativa di vita e quindi il progressncremento dei tassi di
guarigione deve inoltre tener conto dell'importanatale di un lungo
periodo di follow-up. | principali fattori prognast includono: massa bulky
mediastinica, sintomi B, piu di 3 stazioni linforadidcoinvolte e VES> 50
mm / h. Uno studio multicentrico da Hasencleveraét nel 1998 ha
individuato sette fattori prognostici per la mahktin stadio avanzato
(International Prognostic Score, IPS): etd5, sesso maschile, albumina
<40 g / I, emoglobina <105 g / |, stadio, leucosit> 15.000 per mm3,
linfopenia. Una valutazione precoce della rispasiaurata da una PET
intermedia ha dimostrato di essere un potente sinton prognostico
indipendente da fattori clinici e biologici, compee I'IPS. Tuttavia,
attualmente, almeno il 20% dei pazienti recidivana percentuale simile
viene sovra trattata. La interim PET ha un valolieiao solo dopo i
trattamenti con schema ABVD mentre il punteggio 82@&lido solo per la

malattia in fase avanzata.



Alcuni autori hanno segnalato un impatto prognostidei Tumor
Associated Macrophages (TAM) e del rapporto linfiocimonociti nel
sangue periferico alla diagnosi nel Linfoma di HkidgClassico. Gli studi
condotti fino ad ora forniscono risultati contradiae le analisi sono spesso
basate su popolazione non omogenee di pazientiqudda necessita di
nuovi marcatori prognostici e predittivi alla diagn per un migliore

trattamento della patologia.

2.SCOPO DELLO STUDIO

Obiettivo dello studio e stato lidentificazione diuovi marcatori

prognostici al momento della diagnosi di linfomaHtbdgkin in base al
valore assoluto del rapporto linfociti / monocittMR) nel sangue

periferico, la quantita di TAM e la micro vessehdiy (MVD) nel tessuto

neoplastico ottenuti al momento della diagnosi. -Racht primario dello

studio era il valore prognostico di LMR e TAM irrt@ini di sopravvivenza

libera da eventi (EFS). Abbiamo anche correlatéake di presentazione
alla diagnosi suddivisa in precoce (stadio IA, liB, senza lesioni bulky) e

avanzato (stadio IIB, Ill, IV) con LMR, TAM e MVD.

3. MATERIALI E METODI

Abbiamo preso in considerazione tutti i pazientn guova diagnosi di
linfoma di Hodgkin trattati presso l'lstituto Onogico Veneto da gennaio
2004 ad aprile 2015. Abbiamo anche analizzato itptzienti affetti da LH
trattati nello stesso periodo presso il Dipartinoedit Oncologia di Vittorio
Veneto e Bassano del Grappa. Tutti i pazienti (¥3) sono stati valutati
per LMR mentre abbiamo effettuato le indagini immigtochimiche (IHC)

solo su 60 campioni escludendo tutti i casi conpsi® diagnostiche
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inferiori a 1 cm. La percentuale di TAM é stataedminata mediante
immunoistochimica con un anticorpo monoclonale -@R68 mentre la
MVD e stata determinata con [l'anticorpo antiCD105.
La percentuale di cellule positive per CD68 e stalatata in relazione alla
cellularita generale: in base a questo valoreziguai sono stati divisi in tre
gruppi: <5% (bassa espressione, score 1), 5-25pteEsone intermedia,
pscore 2) e > 25% (alta espressione, score 3)ispasta al trattamento e
stata valutata con TAC intermedia e PET al terndeé trattamento. |
pazienti trattati con schema ABVD ricevevano unalttazione precoce

con I'esame PET dopo 2 cicli di cura.

4. ANALISI STATISTICA

Le curve ROC (Receiver Operating Characteristioapsstate utilizzate per
determinare il cutoff ottimale di ALC (conta asdaldinfocitaria), AMC
(conta assoluta monocitica) e LMR.

Il rapporto tra linfociti, monociti, ratio linfoditmonociti e EFS e stato
valutato con un’analisi univariata mediante Regjeege di Cox.

| risultati dell’analisi immunoistochimica sono Stacorrelati alle
recidive/progressioni osservate e allo stadio dattia, diviso in precoce e
avanzato:per queste analisi sono stati utilizzapettivamente il Test di
Mann-Whitney e la regressione logistica.

Valori di p inferiori a 0,05 sono considerati sificativi.

Per l'analisi della sopravvivenza, endpoint primagra I'EFS, definito
come il tempo dal primo giorno di trattamento fiada progressione della
malattia, recidiva, o morte per qualsiasi causata dell’'ultimo follow-up
Le curve di sopravvivenza sono state calcolate icometodo di Kaplan-
Meier. La significativita statistica é stata defancome valore di p <0,05.
Tutte le analisi statistiche sono state effettuede il software SPSS
Statistics 2.0.
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5.RISULTATI

L'etd media alla diagnosi era di 38 anni con 77camas 66 femmine. Il
follow up é stata di 40 mesi (range 5-120). 126guazhanno ricevuto una
diagnosi di linfoma di Hodgkin classico, 95 di qug§7%) avevano un
istotipo a sclerosi nodulare, 20 (14%) a celludarinista, 11 (7%)
lymphocyte depleted. Infine, 17 (12%) pazienti eraffetti da linfoma di
Hodgkin a prevalenza linfocitaria nodulare. 58 pati(41%) presentavano
malattia in stadio limitato e 85 (59%), in stadi@mazato. 21 (15%) avevano
lesioni bulky. L'IPS é stato calcolato per tutti @5 pazienti in stadio
avanzato: in base a questo indice prognostico afmbiandividuato 15
pazienti (18%) con malattia a basso rischio (IP§ 0-65 pazienti (76%)
con malattia a rischio intermedio (IPS 2-3) e Sigmiz (6%) con malattia
ad alto rischio (IPS 4-7). 139 pazienti hanno nev trattamento
chemioterapico con i seguenti schemi: ABVD (in 1a8i), STANFORD V
(in 23 casi), escalatedBEACOPP (in 8 casi), medtre pazienti anziani
considerati fragili ad una valutazione geriatricaltdimensionale hanno
ricevuto solo trattamento palliativo con procarbaziin monoterapia.
Quattro pazienti con Linfoma di Hodgkin a prevakniinfocitaria
nodulare in stadio IA hanno ricevuto solo trattatneradiante. 86 dei 106
pazienti trattati secondo schema ABVD, hanno eseguia rivalutazione
attraverso PET dopo 2 cicli di terapia (PET 2)ndldagine ha fornito una
remissione completa (CR) in 65 pazienti e una reiome parziale (PR) in
21 pazienti. Dei 65 pazienti con PET2 negativa haBno presentato in
seguito una recidiva (12%), mentre, tra i 21 pazreon PET 2 positiva , 11
hanno mostrato recidiva (52%), dieci dei 21 pazieah PET 2 negativa
hanno ottenuto una remissione completa dopo lad@hérattamento e sono

attualmente vivi e senza evidenza di malattia. lastna esperienza



12

conferma l'importante valore prognostico della PE@opo il trattamento

secondo schema ABVD.

91 su 106 (85%) pazienti trattati con il regime \AB hanno presentato
recidiva o progressione di malattia, 20 dei 23 (Bf4zienti trattati con
STANFORD V hanno avuto recidiva di malattia mentrigi i pazienti (8 su
8) trattati con lo schema escalatedBEACOPP hantenwb remissione
completa. Un paziente ha sviluppato leucemia ndel@icuta un anno dopo
la fine del trattamento con escalatedBEACOPP. 90431 pazienti hanno
ricevuto un trattamento di consolidamento con r@dapia involved-field
alla dose di 30 Gy o 36 Gy sulle lesioni bulky. tdtale 123 pazienti hanno
avuto un quadro di remissione completa al termigléadterapia di prima
linea, 2 remissione parziale e 18 sono progradldifine del trattamento di
prima linea. 18 dei 123 pazienti in CR alla findlal¢erapia di prima linea
hanno sperimentato recidiva. 35 pazienti hannovuie una terapia di
seconda linea ottenendo una remissione comple?3 ioasi. 11 pazienti
sono morti: in 8 casi la morte si e verificato asadella progressione della
malattia; in un caso la morte € invece correla@aliluppo di un secondo
tumore (leucemia mieloide acuta dopo chemioteraggaondo schema
ABVD con RC alla fine del trattamento per linfoma);due casi i pazienti
sono morti per infarto miocardico acuto successivohemioterapia con
schema ABVD. Ad un follow-up medio di 40 mesi, nostata raggiunta la
EFS mediana. Il valore medio dei linfociti era N58er mm3 con una
mediana di 1350 per mm3 (range 330-9700). Il vaineslio di monociti &
stato di 720 per mm3 con una mediana di 610 per (nam®je 70-2570). Il
rapporto linfociti / monociti medio e stato di 3,58ono state eseguite le
curve ROC per I' EFS in relazione alla conta agsotlei linfociti (ALC),
alla conta assoluta dei monociti (AMC) e al LMRarega sotto la curva
(AUC) per ALC aveva un valore di 0,61 (95% ClI, B460,752), per AMC
e risultata di 0,512 (95% CI, 0.358 a 0.666), nmeepier il rapporto ALC /
AMC era 0,558 (95% CI, 0,408-0,707). Per nessungudiste variabili &

stata evidenziata una relazione statisticamentafigtiva con I'EFS dei
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pazienti. Abbiamo poi correlato ALC, AMC e LMR c@&#S utilizzando la
regressione di Cox. L’'Hazard ratio (HR) per ALC &r&a49 con un valore p
di 0,464, per AMC, HR era 1.103 con un valore p,865. Infine per LMR,
HR era uguale a 1.035 con un valore p di 0,086, ewlenziando
correlazioni statisticamente significative. Abbianamche verificato la
presenza di una possibile associazione tra la daggesentazione della
malattia e ALC, AMC, LMR. Da questo, il rapportoflociti / monociti
sembra essere correlato con lo stadio di presem@zlla diagnosi (p =
0,035). In particolare il valore di ALC / AMC in pinti con stadio
avanzato € piu basso (1,86) rispetto al valorereas®e nei pazienti con
stadio limitato (2,71). L'analisi immunoistochimib@ mostrato positivita
per CD68< 5% in 20 casi, tra il 5 e il 25% in 26 casike25% in 14
pazienti. Per la positivita al CD 105 abbiamo osstr una maggiore
variabilita con una media di positivita del 15%n@ga 5% -30%). Abbiamo
valutato la possibile correlazione tra la posiéiviter CD68 e le recidive /
progressioni osservate, non evidenziando nessuffaretiza fra i tre
sottogruppi. Allo stesso modo, si € cercato di edare la positivita per
CD105 con le recidive / progressioni. Anche in qoesaso non vi sono
state differenze statisticamente significativeinaf abbiamo verificato la
presenza di una possibile associazione tra lostilia malattia, distinto in
limitata e avanzata, e la percentuale di CD68 e@Dilevato nella biopsia
diagnostica. Anche in questo caso non abbiamo tivasdauna correlazione
statisticamente significativa. Non sono state ewvizitkie associazioni tra lo
stato della PET 2 e la percentuale di TAM e il LM&tontrati.
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5.DISCUSSIONE

Lo studio di Steidl del 2010 ha aperto una nuovaspettiva per la
stratificazione del rischio nei pazienti con linfandi Hodgkin: a partire
dall'evidenza del ruolo importante dei macrofagil ngrocesso di
interazione tra le cellule tumorali e il microamte circostante, Steidl ha
ipotizzato la presenza di un possibile significatognostico della quantita
dei macrofagi CD68 + presenti nella lesione nedjuias primitiva.
Attraverso lo studio dei profili di espressione iganeseguiti su campioni
bioptici di 130 pazienti affetti da linfoma di Hokig ottenuti al momento
della diagnosi e poi confermati in una coorte iedigente di 166 pazienti,
Steidl ha mostrato una forte associazione tra lentata espressione di
TAM con la riduzione della sopravvivenza liberaptagressione (PFS) e la
sopravvivenza malattia-specifica (DSS). Studi sssiee tuttavia, hanno
riportato dati contrastanti. La nostra esperien@a sembra mostrare alcun
rapporto tra l'infiltrazione di macrofagi e lI'outoe dei pazienti. | TAM
sembrano avere un ruolo fondamentale nella progresstumorale
modulando il sistema immunitario, I'angiogenesiaenhetastatizzazione
cellulare. Alcuni studi hanno dimostrato che i nodagi producono VEGF-
A, un fattore di crescita per I'endotelio vascolaanetalloproteinasi della
matrice 9 (MMP9), che facilita il rilascio di VEGHalla matrice
extracellulare promuovendo cosi I'angiogenesi. Datetteratura indicano
che CD105 (Endoglina), una proteina indotta dalsigia e parte integrante
del complesso proteico del recettore per T;Fe abbondantemente
espressa sulle cellule endoteliali dei neovasitesuti tumorali; anche, la
densita dei vasi neoformati nei tessuti neoplagtitVD, intratumorale
densita dei microvasi), determinata utilizzandmtieorpo anti- CD105, e
stata identificato come un fattore prognostico pedidente per la
sopravvivenza in alcuni tumori solidi e neoplasmaéologiche. Il nostro
studio ha valutato per la prima volta la presenzauda possibile

associazione tra I'MVD e la recidiva / progressiodella malattia
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utilizzando l'anticorpo anti CD105. Anche in ques@®so non vi erano
correlazioni statisticamente significative. Porrataal. hanno collegato la
conta linfocitaria assoluta e la conta dei monoailia diagnosi con
I'outcome clinico dei pazienti con linfoma di Hodgk Questo studio ha
dimostrato che i pazienti con un AME 900 cellule / L hanno una
sopravvivenza inferiore rispetto a quelli con usdmlivello di monociti del
sangue periferico; ALC ha influenza non solo ssligravvivenza globale
(OS) e libera da progressione (FFP), come dimastdailo studio di
Hasenclever, ma anche sulla sopravvivenza speg@écénfoma (LSS). Un
LMR > 1.1 si associa ad una maggiore OS, LSS, PFS eotaiip
progressione in tutti gli stadi della malattia ($imitato che avanzato).
Anche nel nostro lavoro vi e una relazione staistiente significativa tra il
rapporto ALC / AMC e la fase di presentazione ahmato della diagnosi;
non ci sono relazioni statisticamente significatiwgtavia, tra ALC / AMC
e EFS
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1.INTRODUZIONE

1.1 Epidemiologia ed eziopatogenesi

Il linfoma di Hodgkin € una neoplasia linfoprolitgiva dotata di
caratteristiche molecolari, istologiche, immunof@piche e cliniche del
tutto peculiari.

Rappresenta 1'11% di tutti i linfomi maligni e popa dello 0.5% di tutte
le forme di neoplasia diagnosticate nei Paesi extall con una incidenza
in Europa pari a 2-3 casi/100000 e una mortalitd @a0,4 casi/100000
persone all’anno.

L’incidenza del linfoma di Hodgkin varia significgamente in base a
diversi fattori, quali eta, sesso, etnia, localidane geografica e stato socio
economico. E’ descritta una distribuzione bimoddidla malattia con
un’incidenza che aumenta dopo il 10° anno, ha wegpilla fine della
seconda decade e quindi si abbassa fino all'e4@-di5 anni per poi tornare

ad aumentare progressivamentéFig. 1).
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Incidenza

Mortalita
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Figura 1. Incidenza e mortalita nei pazienti con hfoma di Hodgkin in rapporto ai

gruppi di eta.

Descritta per la prima volta nel 1666 da Malpighudiata dettagliatamente
solo da Thomas Hodgkin nel 1832 in Inghilterra, @pp di 150 anni dalla
sua scoperta e nonostante la sua elevata percemtuglarigione, la sua
eziopatogenesi € ancora sconosciuta. || quadroadimd corrisponderebbe
a quello di un disturbo cronico del sistema immand, in cui uno stimolo
mitogeno ripetuto puo sia indurre riarrangiamertnigi di tipo clonale e
cromosomici di tipo strutturale ('anomalia piu drueente € la delezione 4q
localizzata a livello della regione 4925 - 49283 gromuovere la crescita
di cellule giganti, dette di Reed-SternbérgAlla base potrebbero esserci
diversi eventi patologici tra i quali infezioni wii, agenti ambientali e
reazioni geneticamente determinate dell’'ospite.
Diversi studi di coorte hanno rilevato alcuni imgaorti dati a favore di un
processo infettivo EBV correlato:

a) un maggior rischio (circa 2-3 volte superiore) siluppare la
malattia nei pazienti con anamnesi positiva pend@monucleosi infettiva;

b) un’alta percentuale di casi di linfoma in cui eopresenti titoli
elevati di anticorpi IgG contro I'antigene viral@psidico dellEpstein -

Barr virus;
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c) il dosaggio di elevati titoli di anticorpi antiB molti anni prima
della manifestazione clinica del linfoma, a indeauindi una prolungata
attivita virale pre — diagno§j

d) il riscontro nel 20-40% dei pazienti nei Paeslustrializzati e nel
70% nei Paesi sottosviluppati (Africa, Asia e Amariatina) di parti del
genoma del’EBV (acidi nucleici o proteine) all'earho delle cellule Reed-
Sternberd®.

I genoma dellEBV é stato trovato all'interno delicellule di Reed-
Sternberg nel 20-40% dei casi di Hodgkin con urecg@dente diagnosi di
mononucleosi infettivd'® e in circa il 30-40% dei pazienti giovani ad(lti
Recenti dati epidemiologici dimostrano un aumentmcidenza di linfomi
di Hodgkin EBV+in pazienti HIV positivi trattati con moderne temp
antiretrovirali *2

Vi sono inoltre evidenze di un contributo genetiel’eziologia di questa
malattia: la suscettibilita genetica e l'aggregaeiofamiliare sembrano
infatti svolgere un ruolo importante nel linfoma Hiodgkin. Mack e
collaboratori hanno dimostrato una forte evidenzaudcettibilita genetica
osservando un rischio di malattia superiore neiejkromozigoti *>. Dati
piu recenti mostrano come l'assetto HLA sia imglicaella patogenesi del
linfoma di Hodgkin EBV+, in particolare HLA A-02 sd#ra essere
associato ad un minor rischio mentre HLA A-01 adigohio aumentato di
malattia’®. Questi dati rafforzano I'ipotesi che il linfoma ldodgkin sia il
risultato di una risposta immune geneticamentergetata ad un patogeno
ambientale.

1.2 Classificazione istopatologica

Nel corso degli anni la classificazione istologit linfoma di Hodgkin ha
subito diverse modificazioni. Si é passati dalksslficazione di Jackson e
Parker , a quella di Lukes, Butler e Hicks, di Ryel 1965 fino alle
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classificazioni REAL e WHO 2008, oggi giorno coreigte le piu

importanti e valide (Tab.1).

Tabella I. Classificazione del linfoma di Hodgkin.

Classificazione REAL Classificazione WHO

Predominanza linfocitaria nodulare Predominanza linfocitaria nodulare (con o
senza aree diffuse)

Linfoma di Hodgkin classico: Linfoma di Hodgkin classico
* LH lymphocyte-rich « Sclerosi nodulare
» Sclerosi nodulare * Varieta ricca in linfociti
* Cellularita mista * Cellularita mista
» Deplezione linfocitaria « Deplezione linfocitaria

Sulla base di quest'ultima classificazione (WHO &08i distinguono il
linfoma di Hodgkin classico (comprendente i quatsa@itotipi: Sclerosi
nodulare, il piu frequente osservato in circa iP#@dei circa), Cellularita
mista, Deplezione linfocitaria e Varieta ricca infdciti) e il linfoma di
Hodgkin a predominanza linfocitaria nodulare. Laiaate a prevalenza
linfocitaria differisce dalla forma classica in r@ni di morfologia,
fenotipo, genotipo e comportamento clinico, piuiEna un linfoma non
Hodgkin follicolare. Essa rappresenta il 4 - 5%utii i casi e puo evolvere

in un linfoma a grandi cellule di tipo B8©

Dal punto di vista istologico il linfoma di Hodgkitlassico € caratterizzato
dalla presenza di cellule neoplastiche gigantirolaite cellule di Hodgkin e
Reed-Sternberg (H-RS) le quali risultano esseremiaoranza della

popolazione cellulare totale del tessuto affettall al 5% circa) e sono

circondate da un numero variabile di cellule naonali reattive costituite

da linfociti, plasmacellule, granulociti eosino#imacrofagi.

L’origine cellulare delle cellule H-RS é stata gango tempo ignota a
causa della scarsita di queste cellule nei tesHteiti, che ne limitava

I'analisi molecolare. Queste cellule presentandtieaun immunofenotipo
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atipico: oltre alla comune positivita per CD 30 (fmitore di necrosi
tumorale di cui non si conosce lorigine cellulard¢ cellule H-RS
presentano contemporaneamente I'espressione diemdrklifferenti linee
cellulari (fascine e TARC tipici delle cellule deticthe, CD 15 tipico di
granulociti e monociti, Pax-5 comune nelle cellde MUM1 e CD138
tipiche delle plasmacellule) che hanno reso diffasa l'identificazione
dell’origine cellulare’’*® Conclusioni pitl certe sono state stabilite quando
e stato possibile microdissezionare la singolautzeleoplastica da sezioni
di tessuto affetto ed analizzarla per il riarranggato delle regioni variabili
delle immunoglobuline: tale riarrangiamento é stadbwato in quasi tutti i
casi di cHL, portando cosi alla conclusione chestpieellule derivino da
cellule B maturé®%

Per guanto riguarda la variante a predominanzaoditdria nodulare
(nLPHL) le cellule neoplastiche mostrano un immemaitipo tipico delle
cellule B con espressione di CD20, CD79a, Pax5.2,0Bobbl, e Ig,
quest'ultima documentata sia a livello di RNA chdivello di proteine
18,2223 inoltre esprimono un fattore di trascrizione sfies delle cellule B
del centro germinativo, il Bcl&"*

Un segno tipico delle cellule H-RS é l'attivaziooestitutiva del fattore di
trascrizione NF-kB: questo € in parte dovuto ansdigche si instaurano tra
I membri della famiglia TNF (CD40, CD30) come risud di una
complessa comunicazione con i linfociti che circamal il tumore. Inoltre
nel 40% dei casi di cHL, le cellule H-RS sono itdes da EBV:
probabilmente la proteina di membrana latente LMiRiziona in queste
cellule come un oncogene attivando il fattore NE-&@ntribuendo cosi alla
patogenesi della malattid. Infine la presenza di mutazioni a livello di
alcune vie di segnale, quale quella del CD95, duusce alla resistenza
all’apoptosi delle cellule H-RS.

Le cellule H-RS rappresentano soltanto una min@atella popolazione
cellulare dei tessuti affetti; prevale, infatti, questi un infiltrato simil-
inflammatorio composto da linfociti, macrofagi, eusili, plasmacellule,

cellule stromali e fibroblasti reclutati da citoohi e chemochine espresse
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dalle stesse cellule H-RE" %% Le cellule infiammatorie supportano le
cellule H-RS, richiamano cellule addizionali e silano la sintesi di
collagene. La frequenza dei vari tipi cellulari imasulla base dei quattro
sottotipi di cHL, e nella maggior parte dei castraitta di linfociti CD4+
Th2 a prevalere: si € nel tempo capito che questditi T hanno attivita
regolatoria (CDACD25 high FOXP3 regulatory T cells) in quanto
sopprimono un’appropriata risposta immune nei tesdtetti e proteggono

le cellule H-RS dall'attacco immunologico dei lifo T citotossici***

1.3 Clinica del linfoma di Hodgkin

Il linfoma di Hodgkin si presenta tipicamente com’adenopatia

sopradiaframmatica che necessita di biopsia esosl& per la diagnosi di
certezza. | linfonodi della porzione inferiore @ello (soprattutto a sinistra)
e quelli sopraclavicolari sono i siti piu comunengeimteressati. Si puo
presentare anche sotto forma di massa mediastitacguale compare

anteriormente all’aorta ascendente ed entra inndsigdifferenziale con

timomi e patologie tiroidee. Solo il 10% dei pazigresenta una malattia
iniziale sottodiaframmatica.

| linfonodi patologici si presentano indolenti e dtonsistenza

parenchimatosa, con la peculiarita di diventaradeapente dolenti dopo

I'assunzione di alcool.

Nella maggior parte dei casi sono le linfoaden@patiportare il paziente
all’attenzione clinica, anche se non sono infregusimtomi quali:tosse

secca, senso di compressione toracica, e addiritispnea nel caso di
masse mediastiniche maggiori di 10 cm di diametro.

In circa il 30% dei pazienti affetti dal linfoma élodgkin si presentano
quelli che vengono riconosciuti come sintomi “Bi,assenza di adenopatie
periferiche:

-sudorazioni notturne profuse,
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-perdita di peso inspiegabile superiore al 10%indtjini sei mesi,
-febbre>38°C (soprattutto serotina).

Un’altra presentazione tipica € la comparsa diifmunon correlabile ad
alcuna causa fisica, che deve spingere il paziedteun attento esame
clinico, soprattutto nel caso di pazienti giovani.

La presentazione clinica del linfoma di Hodgkin @relata al sottotipo
istologico, al genere e all'eta del paziente:

-il sottotipo sclerosi nodulare, il piu frequent, pud presentare come
malattia limitata od estesa, con interessamentdasiico in circa il 75%
dei casi;

-i pazienti piu anziani o immunodeficienti presemtgiu frequentemente
sintomi B, malattia avanzata e un’istologia di tg@lularita mista;

-la variante a predominanza linfocitaria nodularevple nel sesso maschile
e generalmente interessa i linfonodi sopra o siath@inatici risparmiando
il mediastino. | pazienti affetti da questa vareasbno asintomatici nella
quasi totalita dei casi e generalmente hanno urattiaaconfinata ad una
singola regione linfonodale.

L’interessamento midollare da parte del linfoma pydesentarsi
clinicamente sotto forma di sintomatologia doloresearamente determina
citopenia’”.

Il linfoma puo presentarsi nel 15-30% dei casi aon interessamento
extranodalé®. Tra i siti piu frequentemente colpiti si hanno:

-milza: interessata nel 30-40% dei casi gia al ntméella diagnosi;
-fegato: raramente interessato all’esordio, colpijger lo piu
secondariamente. Le lesioni epatiche si associaasi gnvariabilmente a
lesioni spleniche;

-polmoni: interessati nel 6-12% dei casi, solitateen associazione ad un
interessamento mediastinico;

-pleura: interessata nel 13% dei casi gia al momdelia diagnosi;

-timo: colpito nel 30-56% dei casi con interessaimenediastinico;
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-scheletro: I'interessamento scheletrico € pressoke nell’ 1-4% dei casi
alla diagnosi. Le lesioni scheletriche interesséipamente le vertebre

dorsali, lombari e il bacino, e si presentano sfiitma di aree di osteolisi.

1.4 Diagnosi e classificazione

Gli elementi essenziali per la diagnosi di linfoaiaHodgkin si possono
cosi riassumere:
 linfoadenomegalia, unica o multipla, non dolenteegtientemente
monostazionale e con dimensioni variabili nel tempo
* presenza di uno o piu segni sistemici (febbre, samione notturna,
perdita di peso);
+ cellule di Reed-Sternberg (R-S) nella biopsia ds$tito neoplastico.
La diagnosi di linfoma di Hodgkin é squisitamentai@mo-patologica e la
biopsia linfonodale escissionalerappresenta I'esame diagnostico
insostituibile, o in alternativa la biopsia di ulir@ organo che si sospetti
essere affetto. Una volta identificata la mala&ianecessario valutarne
'estensione anatomica (stadiazione) attraverso weae di esami
radiologici, biochimici ed ematologici: il workupiatjnostico dovrebbe
includere un’attenta valutazione anamnestica ettolaeche deve ricercare
I'eventuale presenza di sintomi B (sudorazioni unoie profuse, perdita di
peso inspiegabile superiore al 10% negli ultimi sesi, febbre>38°C),
I'intolleranza all’alcool, il prurito, la “fatigue” il performance status, e
I'esame obiettivo delle varie stazioni linfonodalgl fegato e della milza; i
test standard di laboratorio (emocromo con formiiachimica, piastrine,
VES, LDH, albumina, e i test di funzionalita epatie renale); test di
screening per HIV, HBV ed HCV,; radiografia del toea PET/CT; e TC
con e senza mezzo di contrasto.
Rispetto alla TAC, la PET sembra avere una seitaibihaggiore (88 vs
74%), alla quale si associa anche una specificititomelevata. La

ripetizione precoce di questo esame durante |'esece del trattamento
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chemioterapico secondo schema ABVD, in genere diygocicli (PET 2),
fornisce informazioni molto utili dal punto di vésprognostico, soprattutto
negli Hodgkin avanzati. A due anni la sopravvivelizara da progressione
(PFS) passa dal 12.8% nei casi PET-2 positivi & @5 quelli con PET-2
negativi con una sensibilita, specificita e acaraa rispettivamente dell’
81%, 97% e 929%>*

Prima dell'inizio del trattamento € inoltre oppartuvalutare la funzionalita
cardiaca con ECG ed ecocardiografia per valutarealzone di eiezione
(soprattutto nel caso in cui il paziente vengaogpusto a chemioterapia a
base di Doxorubicina). | test di funzionalita polmaoe, che includono il
test di capacita di diffusione del monossido dibcaio (DLCO), sono
raccomandati per quei pazienti che devono essertopssti a
chemioterapia a base di Bleomicina. Sono infinecoamandati i vaccini
contro i batteri capsulati (H. influenzae, pneuntmmoe meningococco) per
quei pazienti per cui € prevista la radioterapiavallo splenico.Per le
donne in eta fertile dovrebbe essere inoltre esequn test di gravidanza
prima dell'inizio delle chemioterapie. Le chemi@pie con agenti
alchilanti sono associate ad un maggior rischisteiilita >, & per questo
consigliabile informare i pazienti del rischio eepentare loro la possibilita
di criopreservazione di liquido seminale ed ovociti

Il sistema di stadiazione attualmente utilizzatbasa sulla classificazione
in quattro stadi di Cotswolds (1989) (Tab.ll), chappresenta un
aggiornamento di quella accettata internazionalenaat Ann Arbor nel
1971, il cui merito principale fu di assegnareitiidi malattia extranodale,
prossimali e contigui, il suffisso “E”, includendopoi nel campo di
irradiazione, e introdurre il concetto sliadio patologico(SP), consistente
nell'esplorazione laparotomica dell'addome con settomia obbligatoria
e biopsie multiple epatiche e linfonodali, oltreecim ogni altra lesione
sospetta. Ad esso si affiancava il cosiddetto etadinico (SC)
comprendente, oltre alla biopsia diagnostica, ranesi, 'esame obiettivo,
gli esami di laboratorio e quelli radiografféi

Attualmente 'esame PET e TAC eseguiti alla stadia non rendono piu
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necessaria I'esecuzione della laparoscopia diagaosDati piu recenti
hanno dimostrato come non sia necessaria I'esawizlella biopsia ossea
negli stadi precoci di malattia qualora la stadiaei venga eseguita
mediante esame PET.

Tabella Il. Classificazione in stadi secondo Cotsvids

Stadio | Interessamento di una singola regione linfonodakgrottura linfoide (ag
es., milza, timo, anello di Waldeyer)

Stadio Il Interessamento di due o piu regioni linfonodali lalastesso lato del
diaframma (il mediastino costituisce una singolaesei linfonodi ilari
un’altra sede).

Stadio Il Interessamento di regioni o strutture linfonodadi dntrambi i lati de
diaframma
Interessamento di una o piu sedi extralinfonodalicli compromissiong
supera quella designata come "E"

Stadio IV Interessamento di una o piu sedi extralinfonodalicli compromissiong
supera quella designata come "E"

“A” Assenza di segni sistemici

“B” Presenza di segni sistemici (febbre > 38 °Gdmazione prevalentemente
notturna, perdita di peso corporeo > 10% nei 6 mpestedenti la diagnosi
istologica)

“X” Adenopatia massiva (“bulky”)

« allargamento del mediastino > 1/3

* massa linfonodale > 10 cm
= Interessamento di una singola struttura extfaliodale ma contigua p
prossimale a una nota sede linfonodale
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Dopo il completamento della stadiazione i pazipogsono essere collocati

in tre categorie (Tabella IlI):

-stadio limitato,
-stadio intermedio,

-stadio avanzato,

sulla base dei quali verranno sottoposti ad unrdovechema terapeutico .

Tabella Ill. Definizione dei gruppi di rischio secsmdo EORTC, LYSA e

GHLSG

Gruppo di Trattamento EORTC/LYSA GHLSG

Stadio limitato SC I-ll senza fattori di richic SC I-Il senza fattori di
(sopra-diaframmatico) rischio

Stadio Intermedio SC I-Il con >1 fattore di SC I, SC IlIA con>1
rischio (sopra- fattore di rischio;] SC

Stadio avanzato

Fattori di rischio

diaframmatico)

SC -1V

(A) massa mediastinica>1,
del diametro trasvers
interno del torace a livello ¢
T5-T6 su una radiografi
antero-posteriore

(B) Eta>50 anni
(C) VES >50 se A, >30 se E

(D) >3 aree nodali

IIB con fattori di rischio
C/D, ma non A/B

SC 1IB con fattori di
rischio A/B, SC IlI/IV

(A) massa
mediastinica>1/3 del
diametro trasverso interno
del torace a livello di T5-
T6 su una radiografia
antero-posteriore

(B) VES >50 o sintomi
Belevata

(C) >3 aree nodali

(D) lesione > 10 cm

Sintomi B: febbre, sudorazioni notturne, perditpeso>10% negli ultimi 6 mesi. LYSA:
Lymphoma Study Association; GHSG: German Hodgkird$iGroup; SC: stadio
clinico; VES: velocita di eritrosedimentazione.

(Eichenauer, ESMO Clinical Practice Guidelinesglio 2014 )
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1.5Prognosi

In pazienti con malattia in stadio precoce (I e $pno stati identificati dei
fattori di rischio: uno di questi e la presenzauda massa mediastinica di
tipo bulky, intendendo con questo termine ogni siaglinfonodo o
pacchetto linfonodale con diametro maggiore od leg@a10 cnt Altri
fattori prognostici sfavorevoli per i pazienti cetadio | e Il includono:
sintomi di tipo B, piu di 3 siti linfonodali coin¥tb dalla malattia, una VES
superiore a 50 mm/h. Questi fattori si basano sudifinizione di fattori
prognostici negativi data da EORTC, German Hodggiudy Group
(GHSG), e National Cancer Institute of Canada (NCIOn altro
importante fattore prognostico e sicuramente I'eétpazienti piu anziani
hanno generalmente malattia biologicamente resestalta terapia e sono
meno tolleranti nei confronti di chemioterapie agggive. La possibilita di
cura per questi pazienti si riduce di circa la mesgetto ai pazienti piu
giovani. Uno studio multicentrico del 1998 pubbl@ada Dhiel V. e
Hasenclever ha inoltre identificato e ampiameraédato alcuni fattori
prognostici aggiuntivi per gli stadi avanzati (TAH). Questi fattori, tre
clinici e quattro laboratoristici, vengono riconngtC sotto il nome di

International Prognostic Score (IP81:
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Tabella IV. International Prognostic Score

International Prognostic Score (IPS): 1 punto [ggm @oce
(malattia avanzata)

e Albumina < 4 g/dL

« Emoglobina < 10.5 g/dL
» Sesso Maschile

» Eta>45 anni

+ Stadio IV

» Leucocitosi (almeno Globuli Bianchi 15,000/rﬁ)n

* Linfocitopenia (conta linfocitaria inferiore all’9%8 dei globuli bianchi total
e/o linfociti inferiori a 600/mn?l)

Ai pazienti viene cosi assegnato uno score chev@aal7, e la malattia puo
essere categorizzata come a basso (0-1), interm@dB) o alto (4-7)
rischio. La freedom from progression (FFP) si rigldc circa il 7% a cinque
anni per ogni fattore presente.

Alcuni studi hanno tuttavia dimostrato la supetéodellFDG-PET rispetto
all'lPS nel predire la FFP dei pazienti affetti blasfoma di Hodgkin in
stadio avanzato trattati secondo schema ABVD.

Gallamini et al. nel 2007* hanno valutato una casistica di 260 pazienti
affetti da linfoma di Hodgkin in stadio avanzatuteposti a rivalutazione
precoce mediante PET dopo 2 cicli di trattamentoschema ABVD. Tra i
pazienti con PET positiva, '87% presentava progjoese a due anni contro

il 5% dei pazienti con PET negativa indipendenteimelal punteggio IPS.
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Sono in corso trial volti a modulare [lintensita | dérattamento
chemioterapico in base alla risposta della inteEfon I'obiettivo da un
lato, di mantenere I'efficacia delle terapie, datfo di ridurre l'incidenza

di eventi avversi tardivi.

1.6 Trattamento dei pazienti con linfoma di Hodgkin

Radioterapia

La radioterapia e stata la prima modalita di tragato offerta ai pazienti
con linfoma di Hodgkin e per decenni fu usata da.sb suo ruolo € poi
drasticamente cambiato in seguito all’avvento deflamioterapia e ad una
maggiore attenzionposta agli effetti indesiderati a lungo terminecasati
al trattamento radioterapico stesso. Cio ha corafmrtin utilizzo meno
estensivo, in associazione alla chemioterapia, matevoli cambiamenti
anche nei campi di irradiazione, dosi e tecnichmtate***> Attualmente,
nella maggior parte dei pazienti con Linfoma di gkid, la radioterapia
viene usata come consolidamento dopo chemioteraydiayvia per alcuni
pazienti, in particolar modo per quelli con la aamte a prevalenza
linfocitaria nodulare in stadio precoce e i linfodiiHodgkin classici con
controindicazioni alla chemioterapia, rappresentd trattamento
d’elezioné”.

Il principio base del trattamento radioterapicoueltp di irradiare tutti i
linfonodi interessati dal linfoma e le aree nodaliextranodali a rischio di
un coinvolgimento subclinico; per evitare una togaieccessiva, i campi di
irradiazione vengono trattati sequenzialmente, dsedfrazionata e gli
organi a rischio protetti con dei blocchi scherméaht

In passato i campi di irradiazione comprendevaadesstazioni linfonodali
coinvolte sia quelle anatomicamente e funzionalmeiacenti, ma non
interessate dalla malattia, ed erano definiti ‘afiglds” ***® Attualmente
questi campi vengono usati sempre piu raramente sgguito
all'introduzione dell'involved field (limitato a agzioni linfonodali

clinicamente coinvolte o all'area extralinfonodaféetta).
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In alternativa all'lFRT pud essere utilizzata I'mlved nodal” RT che si
limita ad irradiare i linfonodi originalmente coiokt e le possibili
estensioni extranodali con un campo piu piccolpeti® a quello usato
nelllFRT. Il trattamento con IFRT e “involved nddaRT necessita
dell'utilizzo delle moderne TC per definire il campL’entitd delle
radiazioni utilizzate per il trattamento € anda& tempo riducendosi:
vengono raccomandate dosi di 30-36 Gy se combathtaBVD e di 36 Gy
se combinata a Stanford V nel trattamento di melatilky (qualsiasi sia lo
stadio), nel caso invece di pazienti in stadidll ®nza malattia bulky sono
raccomandate dosi di 20-30 Gy dopo ABVD e di 30dépo Stanford V.
Nel caso dei pazienti trattati con BEACOPP la deseomandata € di 30-
36 Gy.

Chemioterapia

Nel 1964 il National Cancer Institute (NCI) svilupp primo programma di
polichemioterapia per il trattamento del linfoma Hiodgkin, consistente
nella combinazione di quattro farmaci: mostardatatao(Mecloretamina),
vincristina, procarbazina e prednisone (MOPP). aistroduzione porto a
curare oltre il 50% dei pazienti con malattia inadso IlI-IV,
accompagnandosi perdo a importanti effetti collditeaabreve e a lungo
termine (Tab.V) che spinsero a ricercare trattamahérnativi “°. Lo
schema ABVD, introdotto nel 1975 da Bonadonna, ctarapia di seconda
linea in caso di ricaduta dopo MOP#*® & diventato a partire dal 1992 il
trattamento d’elezione per il linfoma di Hodgkinaazato precedentemente
non trattato. Infatti nello studio del CALGB, chadava a confrontare
ABVD, MOPP e MOPP alternato ad ABVD negli stadiIM di malattia o
in caso di ricaduta dopo radioterapia, 'ABVD hamdstrato una
sopravvivenza libera da eventi a 3 anni del 64%eti® al 48% della sola
MOPP, e sovrapponibile a quella della MOPP alterrzat ABVD ma con

meno effetti collaterali.
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Nei primi anni Novanta I'avvio di alcuni trial clici indirizzati sulla dose-
intensity e lintroduzione dellEtoposide come nooxchemioterapico,
portarono allo sviluppo di diversi protocolli temgici come il BEACOPP
(Bleomicina, Etoposide, Adriamicina, Ciclofosfamjde Oncovin,
Procarbazina, Prednisone) e lo Stanford V (Doxainbi Vinblastina,
Mecloretamina, Vincristina, Bleomicina, Etoposideednisonef® . Questi
nuovi regimi, supportati da fattori di crescita ¢omietici, mirano a
ridurre I'intervallo di tempo del trattamento edarilitare una maggiore e
piu prolungata concentrazione di farmaci citotdssiell’organismo,

assicurando cosi un incremento nel controllo dabne.

Tabella V. Tossicita a lungo termine dei protocolMOPP e ABVD.

Chemioterapia Tossicita tardiva

MOPP » Azoospermia o oligospermia permanente
» Perdita della funzionalita ovarica
» Sindromi mielodisplastiche
* Leucemia acuta

» Aumento incidenza di cancro al polmone, ella
mammella e di linfoma non Hodgkin

ABVD » Azoospermia reversibile
* Amenorrea reversibile

* Riduzione della funzionalita polmonare
(bleomicina; soprattutto se associata a
irradiazione mediastinica)

» Cardiomiopatia (rara, in genere per dosi di
doxorubicina > 400mg/m2)

Il trattamento combinato beneficia sia della cheaer@pia che della
radioterapia, ma il ruolo di quest’ultima, se é salidato nella malattia
“bulky”, nel lll — IV stadio rimane controverso. Hazionale per 'utilizzo in
adiuvante della radioterapia negli stadi Ill-IV, basa sulle seguenti
osservazioni:

1) la radioterapia pu0 convertire in remissioni ptete delle risposte
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parziali dopo la chemioterapia;

2) la maggioranza delle ricadute post chemioterapjresenta nelle aree
linfonodali dei siti precedentemente coinvaftr?

Una meta-analisi, condotta su 14 studi, ha dimtwsicthe I'irradiazione a
basse dosi dei siti iniziali di malattia incremediacirca '11% il tasso di
controllo tumorale, senza pero avere effetti suéi@ll survival, anzi,
risulterebbe un decremento di eventi fatali neiigr@z in remissione
completa continua se non trattati con radioterapi®roprio a causa degli
effetti collaterali tardivi associati, quali la ®esita cardiopolmonare e |l
rischio di seconde neoplasie, il volume di irrathae € limitato sole alle
regioni anatomiche a piul alto rischio di recidi/ala radioterapia assume
un ruolo fondamentale, e diviene parte integrargé tcattamento, nel
protocollo Stanford V, ideato nel 1988 a Stanfoadl gruppo di Sandra J.
Horning, sulla scorta di due osservazioni:

1) negli stadi I-Il intermedi o sfavorevoli (cioerc fattori di rischio) trattati
con ABVD circa il 5% dei pazienti presentava madaih progressione
durante la terapia e circa il 15% ricadeva prec@r#a) con un alto tasso di
resistenza alla terapia di salvatagjio

2) I'ABVD si associava ad un’importante tossiciteolmponare (da
bleomicina) e cardiaca (da doxorubicina), speciabmee accompagnato da
un’irradiazione mediastinicy.

Dal momento che sia la tossicita cardiopolmonaie,la sterilita, sia il
rischio di sviluppare una leucemia sono solitamerderelati alla dose
cumulativa del singolo farmaco, lo Stanford V vepnegettato in modo da
massimizzare la dose intensity, limitando al comqenta dose totale di
doxorubicina (150 mg/f), bleomicina (30 U/ A) e mostarda azotata (18
mg/ nf) ed eliminando la procarbazifia™® | primi risultati, pubblicati nel
1995, riportavano una sopravvivenza libera danhto (FFS) ed una
sopravvivenza globale (OS) a 3 anni rispettivameeté87% e del 96% in
65 pazienti con stadio Ill o IV o I-Il con malatttaulky”; in particolare
nello stadio Il 'FFS a 3 anni era del 100%, neitadio Il del 92% e nello
stadio IV del 76%
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Un recente studio ha ulteriormente confermato iteffia dello schema di
trattamento STANFORD V seguito da radioterapiaesidkioni bulky, se
confrontato con lo schema ABVD, in termini di fagufree survival e
overall survivafl’,

Negli anni ‘90 il German Hodgkins Study Group (GHSMiluppo il nuovo
regime BEACOPP®>°(Tab. VI). Il gruppo tedesco, partendo dall’evidan
che l'outcome del trattamento era correlato allssedimtensity della
chemioterapia, e che questa puo essere miglioratan@ntando la dose dei
farmaci o diminuendo il loro intervallo di sommitrezione, sviluppo
questo schema che, rispetto allABVD, introducev&tdposide e

aumentava sia il numero che la dose dei farmacnsarstrati.

Tabella VI. Schema dei regimi chemioterapici BEACOP e
escalatedBEACOPP

BEACOPP
ESCALATED BASELINE Giorni di
somministrazione
BLEOMICINA 10 mg/m2 10 mg/m2 Giorno 8
ETOPOSIDE 200 mg/m2/giorno 100 mg/m2/giorno Giorni 1-3
DOXORUBICINA 35 mg/m2 25 mg/m2 Giorno 1
CICLOFOSFAMIDE | 1250 mg/m2 650 mg/m2 Giornol
ONCOVIN 1,4 mg/m2 (max 2 1,4 mg/m2 (max 2 Giorno 8
(VINCRISTINA) mg) mg)
PROCARBAZINA 100 mg/m2/giorno 100 mg/m2/ giorno Giorni 1-7
PREDNISONE 40 mg/m2/giorno 40 mg/m2/giorno Giorni 1-14

Lo studio randomizzato HD9®° comparava lo schema cardine
MOPP/ABVD con i due regimi BEACOPP (baseline edatsied) senza
I'utilizzo contemporaneo di fattori di crescita,nbstrando un aumento
significativo dellFFTF (Freedom from Treatment lta¢) e OS nei
pazienti sottoposti a chemioterapia a base di BERE@scalated. Uno

studio successiv8' confermava la superiorita del BEACOPP escalated in
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termini di FFTF e OS anche con l'aggiunta di fattali crescita
(Filgrastim). Lo schema induceva tuttavia una fddssicita, sia a breve
che a lungo termine: una severa neutropenia ch@adava un’aumentata
mortalitd per cause infettive, un aumento di leueeentumori solidi post-
chemioterapia. Per questo motivo si cerco di relua tossicita dello
schema mantenendone tuttavia I'efficacia: lo studid 12 °* comparava i
risultati di due gruppi di pazienti, un primo s@tsto a 8 cicli di
BEACOPP escalated, un secondo sottoposto a 4 dicBEACOPP
escalated seguiti da 4 cicli di BEACOPP baselingraenbi i gruppi di
pazienti erano sottoposti ad un’eventuale teraguigante di consolidamento
in caso di residui di malattia. Lo studio, tuttgviaon dimostro una
significativa differenza in termini di riduzione lte tossicita nel caso di
pazienti sottoposti a dosi minori di chemioterapiegli ultimi 4 cicli di
terapia. Lo studio HD15? invece, uno studio multicentrico che includeva
2182 pazienti con nuova diagnosi di linfoma di Hadgn stadio avanzato,
ha dimostrato una maggiore overall survival (OS), maggior controllo
della malattia oltre ad una minor tossicita con i6licdi BEACOPP
escalated quando comparati con 8 cicli dello stelsaanoltre dimostrato
che la RT puo essere omessa in quei casi con téspasziale e con residui
linfonodali inferiori ai 2,5 cm o maggiori di 2,57c ma PET negativi.
Tuttavia, data l'elevata tossicita del regime BEARR) questo non
dovrebbe essere utilizzato in pazienti con piuGdaéni di eta: e stata infatti
vista una percentuale di mortalita legata al tra¢tato maggiore in questo
gruppo (pazienti >60 anfif)>>

Pochi sono stati fino ad ora gli studi di confrotésta a testa fra i principali
regimi di chemioterapia usati nel trattaemnto dtgbma di Hodgkin®®. Il
lavoro di Viviani et al. ha confrontato lo schensca@atedBEACOPP con
ABVD nei pazienti con malattia in stadio Il e IV @nsiderando anche
I'apporto della terapia di salvataggio. Seppu2EICOPP si associ ad una
maggior tossicita ematologica, la OS al termineladddtrategia di
salvataggio e paragonabile tra i pazienti che haimewuto in prima linea
BEACOPP o ABVD®".
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Esiste una frazione di pazienti che non rispontiecilemioterapia di prima
linea (si parla in questo caso di paziaefrattari: progressione durante il
trattamento o recidiva entro tre mesi dal termieladchemioterapia di
prima linea) o che ricade dopo aver ottenuto unasgone completa.
Attualmente il trattamento di scelta per questaltigia di pazienti prevede
la chemioterapia ad alte dosi con reinfusione Hulgestaminali autologhe
ematopoietiche.

Due studi randomizzati hanno dimostrato il benefidi un simile
approccio. In un primo studio sono stati randontiz4@ pazienti dopo una
terapia di induzione con miniBEAM, a proseguire ¢arstessa terapia o a
ricevere una HDC con BEAM (BCNU, Etoposide, AraMelphalan). Lo
studio ha dimostrato una migliore EFS (Event Fregvi8al) e DFS
(Disease Free Survival) nel braccio con HBSC

Un secondd® ha dimostrato che dopo una terapia di salvatagfjicace ,
che permette di ottenere una remissione parziaoropleta, la HDC
migliora in modo significativo la FFTF a tre anpur non evidenziando
una differenza significativa per quanto riguardas.

Altri studi non randomizzati hanno confermato chieecil 60% dei pazienti
con malattia chemiosensibile rimane libero da mitadiopo HDC; inoltre
la mortalita trapiantologica é bassa (meno del &/piu recenti studi). In
alcuni studi sono stati evidenziati alcuni fatforognostici che influenzano
i risultati dopo HDC: tra questi la sensibilitaaatkerapia di salvataggio si €
rivelato il pili importante in termini di sopravvivea’®. In quei pazienti
che recidivano dopo HDC e possibile intervenire trapianto allogenico:
attualmente sono disponibili stulli’®in cui il trapianto allogenico & stato
effettuato dopo ricaduta e attraverso i quali esgervato che la presenza di
graft versus host disease si correla ad una ridezidell'incidenza di
ricadute post-allo, la sopravvivenza dei pazientiricaduta post HDC é
superiore per i pazienti allotrapiantati rispettman trapiantati, la OS e la
PFS sono abbastanza riproducibili nei vari stuglgirndosi intorno al 50-
60% e al 25-30% rispettivamente.

Il trattamento dei pazienti con malattia recidivati@o chemioterapia ad
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alte dosi rappresenta un problema irrisolto nekatigne dei linfomi di

Hodgkin. Con le terapie tradizionali la probabili@di ottenere una
significativa riduzione di malattia e limitata, dxecper la ridotta tolleranza
agli schemi di polichemioterapia in pazienti pesamnte pretrattati. Lo
scenario tuttavia sembra essersi modificato comtréduzione del

Brentuximab vedotin, un anticorpo monoclonale &id-30 coniugato con
un veleno del fuso (auristatina E). Il legame dellicorpo coniugato al
CD30 di superficie cellulare avvia l'internalizzaxze del complesso, con
successivo spostamento nel comparto liposomialént&rno delle cellule

si ha rilascio della singola specie attiva, dedinthono-metil-auristatina E
(MMAE), tramite scissione proteolitica. Il legame MMAE alla tubulina

interferisce con la rete microtubulare internamaaite cellula, inducendo
I'arresto del ciclo cellulare e la morte per apspttelle cellule tumorali che
esprimono CD30. In uno studio pilota multicentrido fase 1l che ha
valutato 102 pazienti con HL recidivato o refrattadopo trapianto

autologo, il Brentuximab induceva una risposta ¢ijgee una remissione
completa nel 75% e nel 34% dei pazienti, rispettigate, con un follow up
medio di circa 1,5 anni. La PFS media per tuttazipnti e la durata media
della risposta per quelli in RC é stata rispettieate di 5,6 mesi e 20,5
mesi "% Sulla base del risultato di questo studio, I'FIh& approvato

I'utilizzo del Brentuximab Vedotin per il trattamgn dei pazienti con
linfoma di Hodgkin recidivato dopo trapianto augoo dopo almeno due

regimi chemioterapici in pazienti non candidabillfieaitotrapianto.

Anche Bendamustina, un antineoplastico che asswoslia sua struttura
chimica un agente alchilante (mostarda azotata)uedantimetabolita
analogo della purina, ha mostrato una discret@asf associata ad un
buon profilo di tollerabilita. Nello studio di Moskitz, Bendamustina &
stata somministrata a pazienti con malattia refra@trecidivata dopo
trapianto autologo o non candidabili allo stesson @in tasso di ORR
(Overall Response Rate) del 53%

E’ in studio la combinazione con Bendamustina enBremab: i dati
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preliminari sembrano estremamente promettenti e asiende |l

completamento dei trial in corso.

Infine un recentissimo studio ha valutato, in 23i@ati affetti da linfoma di
Hodgkin recidivo/refrattario e pesantemente pre&tatla tollerabilita e

I'efficacia di Nivolumab, un anticorpo monoclonaleti PD-1.

Una risposta obiettiva al trattamento si € ossarwa20 pazienti (87%) con
un 17% di remissioni complete e un restante 7@miissioni parziali. La

progression free survival a 24 mesi & stata dett86

1.7 Valutazione della risposta al trattamento

La valutazione della risposta alla terapia viengi @ffettuata sulla base dei
criteri di Chesorf’(vedi Tabella VII).

La valutazione PET si basa sui criteri di Deauyitlevero una valutazione
visiva della PET che produce uno score da 1 acbnosciuta da tutta la
comunita scientifica dopo un primo incontro interioaale tra clinici e
medici nucleari svoltosi a Deauville, in FranéfaLo score 1 indica 'assenza
di uptake di FDG, score 2:uptakeal mediastino, score 3: > del mediastinosna
al fegato, score 4. moderatamente piu alto deltéegaore 5: marcatamente piu
alto del fegato con comparsa di nuove lesioni.

Una delle applicazioni di maggior interesse deBa Piguarda la cosiddetta
analisi “ad interim”, ossia dopo un numero limitdta 1 a 4) di cicli di
chemioterapia. Da un punto di vista biologico unterim PET negativa
indica che la neoplasia e sensibile al trattamenta@orso, e il valore
predittivo negativo di tale esame supera il 90% |lmébma di Hodgkin e

'80% nei linfomi non Hodgkin ad alto gradd®*
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Tabella VII. Criteri di Risposta

Table 3. Revized Criteria for Response Assezsment

Rasponss and Sita

PET-CT-Bazad Rasponsa

CT-Basad Response

Complats

Lymph nodes and
axtralymphatic sites

Menmeasurad lezion
Organ enlargement
Mew lasions
Bona marrow

Partial

Lymiph nodas and
axtralymphatic sites

Nonmeasurad lesions
Organ enlargament

New lasions
Bona marrow

Mo response or stabls dissase

Target nodes/nodal masses,
axtranodal lasions

Nonmeasurad lesions
Organ enlargement
New lasions
Bone marrow
Progrezsive dissase
Individual target nodesinodal
massas
Extranodal lesions

Monmeasurad lesions

Complats mstabolic responss
Score 1, 2, or 3% with or without a residual mass on PS5t

It 1= recognized that in Waldeyer's nng or extranodal sites
with high physiclogic uptake or with activation within
spleen or marrow (ag, with chematherapy or myaloid
colony-stimulating factors), uptake may b greater than
normal mediastinum andior liver. In this circumstance,
complete matabolic response may be infarrad if uptake at
sites of initial involvernent is no greater than surounding
norral tizsue even if tha tissue has high physiclogic
uptake

Mot applicabla

Mot applicabla

Nang

Mo evidence of FDG-avid disease in marrow
Partial matabolic response

Score 4 or 61 with reduced uptake comparad wath baseling
and residual massles) of any size

At intenm, these findings suggest responding disease

At and of treatment, these findings indicate residual diseass

Mot applicabla
Mot applicabla

None

Rasidual uptake higher than uptaks in normal marrow but
reduced comparsd with bazsline (diffuse uptake
compatible with reactive changes from chermotharapy
allowad). If there are parsistent focal changas in the
rrarrowy in tha context of a nodal response, consideration
should be given to further evaluation with MRI or biopsy
or an interval 2can

Mo matabolic response

Scors 4 or B with no significant change in FDG uptake from
baseline at intenm or and of treatment

Mot applicabla

Mot applicabla

None

Mo change from bazeling
Progrezsive metabolic disease

Score 4 or & with an increase in intenzity of uptake from
bassline and/or

Mew FOG-avid foci consistant with lymphoma at interim or
ond-of-treatrment assessment

Nane

[continued on following pagel

Complata radiologic responss (all of the following)
Target nodes/nodal masses must regress to = 1.5 cm in LD
Mo extralymphatic sites of disease

Absant

Regress to normal

Mene

Mermal by morphelogy; if indatarminate, IHC negative

Fartial remizsion {all of the following)

= B0% dacrease in SPD of up to & target measurable nodes
and extranodal sites

Whan a lesion is too small to measure on CT, assign 5 mm x &
mm as the default value

When no longar visibla, 0 % 0 mm

For a node = & mm ¢ & mm, but smaller than nomal, use
actual measurement for calculation

Abzantfnomal, regressed, but no increase

Spleen must have regressed by = 50% in length bayond
nomnal

None

Nat applicabla

Stabla dizsase

< B0% dacreasa from basaling in SPD of up to & dominant,
maazurable nodes and extranodal sites; no criteria for
prograssive dissass are mat

Mo increase consistant with progression

Mo increase consistant with progression

None

Mot applicable

Progressive diseass requires at least 1 of the following

FPD progression:

An individual nodeflesion must be abnomnal with:

LDi = 1.5 e and

Increase by = 50% from PPD nadir and

Anincrease in LD or SO from nadir

0.5 cm for lasions = 2 cm

1.0 em for lesions = 2 em

In the setting of splanomagaly, the splenic length must
increase by = B0% of the axtant of its prior increase
beyond baseling leg, a 15-cm spleen must increase to
= 18 cmil. If no prior 2plenomegaly, must increasze by at
least 2 em from basaline

Mew or recurrent splancmegaly

Mew or clear progression of preexsting nonmeasursd
lesions




Tabella VIII. Complicanze tardive dopo il trattamento combinato

chemioterapia + radioterapia del linfoma di Hodgkin
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Table 3. Ravizad Criteria for Responss Azsaszment (continuad)

Rasponas and Site FET-CT-Basad Rasponss CT-Basad Response
New lasions New FOG-avid foci consistert with ymphoma rather than Regrowth of previously resolvad lasions
anothar atiology (ag, infaction, inflammation). If A new noda = 1.5 cm in any axis o )
uncartain ragarcing tiology of new lasions, biopsy or A naw extranodal site = 1.0 cm in any axis; if < 1.0 cmiin
interval 2can may be considersd any axis, its prasenca must be unequivocal and must ba

attributable to lyrnphoma
Aszessable diseass of any size unequivocally attibutable to
[yrphorma
Bone marraw Mew or recurrant FOG-avid foci Mew or recurrant involvemant

1.8 Complicanze a lungo termine

II miglioramento delle tecniche per la cura delfdma di Hodgkin ha
comportato una prognosi decisamente piu favorevalen tassi di
sopravvivenza globale a lungo termine superioi8@% . Il prezzo che
perd viene pagato dai sopravviventi € molto altosieriflette nelle

complicanze a lungo termine (Tab. VIII)

Disfunzione renale
Mielopatia da
nelladattamento
psicosociale (4)

vescicale/cistite
radiazioni

emorragica
Neuropatie
Depressione
Difficolta

periferiche
Astenia

Muscolo scheletriche Altre

Atrofia dei tessuti molliXerostomia

e deformita scheletriche
Complicazioni infettivaNecrosi avascolare  Fibrosi

Scivolamento

dellepifesi o del

capitello femorale

Osteoporosi

Infezioni cutanee
Mielosoppressione

Immunitarie
Linfopenia (2)
Herpes zoster
Polmoniti

©)

Ostruzione/perforazio®epsi batterica

gastrica / duodenale
piccolo intestino

Gastrointestinali
Ulcere o malattia

Gram + con capside pill comuBireptococco pneumoniae, Staphilococco aureusi@taptx

piti comunemente leucemia non linfocitica acuta (AN
epidermidis

sialinfocitiBche T

Ad esempio: sofferenza, immagine distorta 0 pesighroprio corpo, continua sensazione di navsaai,
diminuzione della libido e dellattivita sessudisgriminazione sul lavoro, rifiuto della vita, gexione di negat

Gonadiche
Infertilita
Azoospemmia  Gastriti

@
@
®
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Con un lungo follow-up dai 15 ai 19 anni dopo lagtosi di linfoma, il
rischio di decesso per altre cause, in particoladanseconde neoplasie,

inizia a superare quello relativo al linforff4Fig. 2).
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Figura 2. Risultati dell’analisi di Stanford sul rischio attuariale di mortalita dovuta
al linfoma di Hodgkin (linea continua) o a patologé intercorrenti (linea

tratteggiata).
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Complicanze neoplastiche

La causa piu frequente di morte nei pazienti inissmne completa e
rappresentata da seconde neoplasie. Tra i pazexitati con terapie
combinate presso la Stanford University (Tab. IKB8% dei decessi non
correlati direttamente al linfoma e attribuibile ad seconda neoplasia e il
decesso per tumore € 6 volte superiore a quella gepolazione generale

di pari eta .

Tabella IX. Cause di morte fra 2498 pazienti trattdi per linfoma di Hodgkin presso
la Stanford University (Hoppe RT, 1997) e fra 794 azienti trattati presso lo Joint

Center con trattamento combinato (Mauch PM, 1995).

Stanford (1)

Joint Center(2)

Pazienti Pazienti
Decessi Decessi

Ne % (%) Ne % (%)
Totale pazienti 2498 100 794 100
Totale decessi 754 30.2 100 124 15.6 100
e LH 333 13.3 44 56 7.0 45
« Seconde neoplasie 160 6.5 21 36 4.5 29
» Cardiovascolari 117 4.8 16 15 1.9 12
* Polmonari 50 2.0 7 1 0.1 1
¢ Infezioni 31 1.3 4 8 1.0 6
* Accidentali 14 0.6 2 3 0.4 2
« Altro 49 2.0 7 4 0.5 3

(1) Tutti gli stadi trattati dal 1960-1995: follow-umltato 12 anni
(2) soltanto stadi IA-1IB con laparatomia trattati d&i69-1988: follow-up valutato 11 anni

Vi sono comunque delle difficolta nel quantificdreffettiva portata del
rischio, tra queste la lunga latenza delle neoplsslide, il contributo della
dose intensity delle combinazioni dei chemioterapita dose cumulativa,

la variabilita del campo di irradiazione e dellsd@rogatd'®*

» Seconde leucemie

La leucemia fu la prima neoplasia la cui comparsane correlata al

trattamento per linfoma di Hodgkin, a causa del pedodo di latenza
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relativamente breve, della sua rarita nella popofez e per l'elevato
rischio relativo. Rispetto alla popolazione gergrahfatti, si osserva un
aumento del rischio dalle 10 a oltre le 80 volte.

Un aumento del rischio di leucemia puo essere waiesia precocemente
che a 2-4 anni dall'inizio della chemioterapia, agmpicco tra i 5 e i 10
anni e una riduzione dell'incidenza negli anni ®ssivi. In studi con alti
numeri di lungo sopravviventi, & stato notato ugn#icativo aumento del
rischio anche dopo 15 anni dal trattameftftd’#42>8%878n oltre il 90%
dei casi le leucemie secondarie sono leucemie aielta serie mieloide
(LMA), mentre risultano piu rare le varieta linfaistica acuta e mieloide
cronica. In piu del 50% dei casi sono preceduteita fase preleucemica
(pancitopenia refrattaria ai corticosteroidi), ghed persistere per diversi
mesi e talora portare al decesso del paziente mtineaolvere in leucemia
acuta, evoluzione che in genere si verifica entrannc®™ %

| principali fattori di rischio per lo sviluppo dgueste forme sono
rappresentati dalla chemioterapia con agenti a@uohile inibitori della
topoisomerasi, dalla dose dei chemioterapici, dabaioterapia, dal
ritrattamento  per recidiva di malattia, dalla spgetomia,
dallimmunosoppressione, dall’eta alla diagnas#Q anni) e dallo stadio di
malattia (111-1V) ..

Per guanto riguarda la LMA da alchilanti il maggichio leucemogeno é
legato alla mecloretamina (dopo la MOPP, linciceneumulativa di
leucemia a 15 anni & del 6-9%) e sembra aumentirelazione
allincremento del numero di cicli con MOPP o cegimi MOPP simili®>
% | rischio di seconde leucemie dopo trattamermio solo schema ABVD
(non contenente né alchilanti né procarbazinajtasovece molto basso o
forse nullo®®. A 15 anni il rischio cumulativo & dello 0.7% rfo al 9.5%
riscontrato con la MOPP.

L’International Agency for Research on Cancer (IARGa incluso le
epipodofillotossine, etoposide e teniposide, ne&ldegoria dei farmaci
potenzialmente cancerogeni per I'uombd Comparata con la variante

leucemica indotta dagli alchilanti, la LMA corredadlle epipodofillotossine
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(sottotipi M4 o M5 nella classificazione FAB) presg un periodo di
induzione minore, mediamente entro i due — tre asuccessivi al

trattamento, e non é preceduta da una fase mipladiga.

» Linfoma non Hodgkin secondario

I linfomi non Hodgkin secondari contribuiscono a nmoedel 5% della
mortalitd nei lungo sopravviventi. Il rischio curativo e piuttosto basso,
tra il 2 e il 4% a 20 anni post teragfamentre il rischio relativo, comparato
con quello della popolazione generale, appare lgpanei primi 5 anni e
varia da 6 a 36 volte, aumentando con follow-upmemmaggiorf?892
L’istotipo piu rappresentato e il linfoma diffuso gaandi cellule B con
tendenza ad insorgere nelle sedi extranodali giguentemente rispetto ai

linfomi non Hodgkin spontanei.

» Secondi tumori solidi

L’'incidenza di tumori solidi a 15 anni dopo linfonsia Hodgkin si attesta
attorno al 7-18%, ma poiché, rispetto alla popalazigenerale, il rischio
tende a crescere progressivamente con il folloneuprobabile che la loro
incidenza divenga ancora piu significativa in fotuf®®% In studi recenti
con follow-up di 15 anni o piu, il 65-75% delle sade neoplasie e
rappresentato da tumori solii®’, e il rischio di una loro insorgenza &
strettamente correlato all’eta di inizio trattaneerdll’intervallo di follow-
up e al trattamento per il linfoma di HodgRft2 Il rischio relativo per tutti

I tumori solidi, con follow-up a lungo termine, @raentato da 2 a 4.5 volte
rispetto a quello di una popolazione generale adldifferentemente dalle
seconde leucemie, non raggiunge un picco nei @mi post trattamento,

bensi continua ad aumentare per almeno 25°8nMi (Fig. 3).
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Figura 3. Rischio cumulativo delle seconde neoplasdopo linfoma di Hodgkin.

La maggior parte dei secondi tumori solidi € capde al trattamento
radiante. Almeno due terzi dei casi insorge akmb del campo di
irradiazione (mammella, polmone, tiroide, esofaga) periodo di latenza
tra il trattamento e I'insorgenza di queste neapltende ad essere piuttosto

prolungato, in accordo con la teoria della cancenegi da radiaziore.

Complicanze non neoplastiche

» Tossicita cardiaca

La tossicita cardiaca dei trattamenti per il linBordi Hodgkin e la terza
causa di morte in questi pazienti ed é legata sogi@ all’irradiazione del
mediastino; la chemioterapia puo da sola provocamiomiopatia, ma
soprattutto puo potenziare il danno indotto datdaraento radiante.
L’incidenza di cardiopatia da raggi puo essereugrizata da diversi fattori:
dose totale, dose per frazione, tecnica di irradieez (campo anteriore +/-
posteriore), malattia mediastinica “bulky”, e sdfutio durata del follow-
up.

La radioterapia provoca soprattutto lesioni all'etedio, con conseguente

reazione Iinfiammatoria, necrosi ischemica dei tes® successiva
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organizzazione fibrotica. Le sezioni destre delrewsmno quelle piu colpite
in quanto, essendo anteriori, ricevono una magipee di irradiazion&.

| quadri clinici tipici sono la pericardite costinfa, la fibrosi miocardica,
l'ispessimento delle corde tendinee e dei lembivalaki, e la
miocardiopatia ischemica, conseguente all'ispessionébrotico dei vasi
coronarici '°% alterazioni vascolari sono rilevabili anche irtral sedi
irradiate, come il collo e 'addom&**® |noltre & stato osservato un
aumento di incidenza, parallelo al tempo trascatat¥irradiazione, di
ipertrofia ventricolare sinistra, blocco di branckestra e anormalita
dellonda Q, anomalie che si riscontrano con uregqudenza maggiore
rispetto alla popolazione generaf

La doxorubicina é il farmaco antiblastico piu fregtemente associato a
complicanze cardiache, in quanto pu0 provocareelgederazione delle
cellule miocardiche e comparsa di miocardiopatiataiva; inoltre sembra
avere un effetto sinergico con l'irradiazione a reima'®. .

Le complicanze cardiache sono pero influenzate ertzh altri fattori di
rischio quali il fumo, lipertensione, l'obesita Eipercolesterolemia.
Fondamentale e la programmazione di uno stretteesang, basato, oltre
che sullEGC e sulla riduzione al minimo dei fattodi rischio
cardiovascolari, sull'ecocardiogramma a riposo #osatress, sulla la
scintigrafia cardiaca e sull’angiografia coronarigmogrammata qualora

vengano riscontrate anomalie nei due precedemiid$a

» Tossicita polmonare

| pazienti con linfoma di Hodgkin spesso hanno ttiala livello toracico
(localizzazioni mediastiniche e meno frequentememelmonari e
pleuriche), che puo causare un danno diretto alitegpolmonare mediante
invasione dello stesso. In aggiunta, il trattamemsia radioterapico
(principalmente in sede mediastinica) che chenapieo (soprattutto se
contenente bleomicina), pud determinare un danndizadale al

parenchima polmonare. Studi sui sopravviventi agdutermine hanno
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dimostrato una disfunzione polmonare nel 10 — 2086 mwhzienti. Le
alterazioni di piu frequente riscontro sono rapengégte dalla polmonite
attinica, una forma acuta di polmonite interstejale dalla fibrosi
polmonare cronica, correlate all’adozione, comerappo terapeutico, sia

della sola radioterapia che della modalita combiff4t®

» Tossicita tiroidea

Varie sono le complicazioni tiroidee che si possascontrare nei pazienti
trattati per linfoma di Hodgkin. Includono piu comamente ipotiroidismo
primario, morbo di Graves, tiroidite autoimmunesticbenigne e noduli,
carcinoma papillare o follicolar&®**’

L’ipotiroidismo primario € conseguenza frequente wu’irradiazione
sovraclaveare o cervicale. Puo essere clinico oligsito e, benché il suo
picco di incidenza si aggiri attorno ai 2 — 3 aenin circa la meta dei
pazienti compaia entro 5 anni dal termine del dratinto, in alcuni puo

insorgere anche 20 anni dofy8'"’

> Sterilita

Sia la radioterapia che la chemioterapia possotermeare un’infertilita

temporanea o permanente.

| rischi di una radioterapia frazionata sulla fumalita gonadica non
dipendono solo dalla minima dose erogata sulleepuvaia anche dall’eta
della paziente al momento del trattamento. In gdaein donne tra 15 e i
40 anni, dosi di 2.5 — 5 Gy comportano un rischitertilita permanente
del 30 — 40%. La chemioterapia, soprattutto quedlatenente alchilanti,
sembra avere un effetto avverso sulla funzionadwarica. Benché la
maggior parte dei pazienti incorra in un’azoosparmibreve termine, piu
dell’85% recupera la spermatogenesi. Anche i regerapeutici basati su
agenti alchilanti (ad es. la MOPP) possono esit@reuna sterilita

permanente dose correl&ta
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2.SCOPO

L'obiettivo dello studio € quello di identificar@iovi parametri prognostici
per il Linfoma di Hodgkin basati su indagini emoerocitometriche e su
analisi immunoistochimiche ottenute sulla biopsiagdostica. Gli end

point primari del nostro studio comprendono:

1) valutare I'impatto prognostico del rapporto lintdmonociti alla
diagnosi (ALC/AMC) in termini di Event Free Suraiv(EFS),
intesa come il tempo trascorso tra la diagnosi edda di
progressione, recidiva o morte per qualsiasi calligallow up dei
pazienti ancora vivi e senza eventi e stato cetswaiéa data della
loro ultima visita di controllo;

2) valutare I'associazione tra ALC/AMC e lo stadiopiesentazione
della malattia. Nel lavoro abbiamo definito comdatta limitata lo
stadio IA, IB e IIA senza lesioni bulky. Si intendgeer stadio
avanzato una malattia in stadio | o Il bulky oppur stadio Ill o IV
indipendentemente dalla dimensione delle lesioni;

3) correlare le recidive/progressioni e lo stadiopdesentazione alla
diagnosi con la percentuale di macrofagi asso@attumore e
I'angiogenesi tumorale determinati tramite indagine
iImmunoistochimica mediante l'utilizzo di anticorpnti CD105 e
CD68.

Le analisi emocromocitometriche consistono nelldemeinazione dei
linfociti alla diagnosi (parametro gia incluso meficore IPS), dei monociti
e del ratio linfociti/monociti (ALC/AMC). Le indagi immunoistochimiche
valutano invece la quantita di macrofagi assocatitumore, presenti
nell'esame istologico, osseo o linfonodale, diagoosper Linfoma di
Hodgkin, identificati dall’anticorpo anti CD68. Estata inoltre studiata
'angiogenesi associata ai casi analizzati medidatedeterminazione
dell'anticorpo anti CD105.
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3. MATERIALI E METODI

Nel nostro lavoro abbiamo considerato tutti i camnsecutivi di pazienti
affetti da Linfoma di Hodgkin diagnosticati presbistituto Oncologico

Veneto (Oncologia Medica, Azienda Ospedaliera fado2006) dal 1
Gennaio 2004 fino al 1 Aprile 2015. Abbiamo inoltvalutato tutti i

pazienti trattati presso i reparti di Oncologia l@dpedale di Vittorio

Veneto e di Bassano del Grappa. (n=143)

La diagnosi di malattia é stata effettuata su biasglogica mediante
escissione linfonodale e/o biopsia osteomidollaela stadiazione con
indagini strumentali (TC e PET) e biopsia ossea otaiarale secondo la

classificazione di Ann Arbor/Costwolds

Tutti sono stati considerati per [l'analisi ALC/AMC (ratio
linfociti/monaociti), mentre per I'analisi immuno@thimica sono stati tenuti
in considerazione solo 60 dei 143 pazienti. Soreti stsclusi dalla
valutazione immunoistochimica i casi in cui i pregiaistologici avevano
dimensioni <1 cm.

| preparati raccolti negli anni 2004-2007 sonoistattoposti a revisione
istologica alla luce della classificazione WHO 2008

L’esclusione dei casi con diagnosi di linfoma didgd&in a Prevalenza
Linfocitaria Nodulare dalla valutazione immunoidionica € dovuta al
fatto che, sulla base dei piu recenti studi, questtitipo sembra avere un
pattern istopatologico e di espressione genicaapgamibile a quello del
linfoma a grandi cellule (T-cell/histiocyte-richr¢gge B-cell lymphoma,
TCHRBCL), e quindi non sarebbe da considerare aomeero Linfoma di
Hodgkin (Tab. Xj°&10931
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Tabella X. Caratteristiche istologiche e markers irmunofenotipici del LH classico e

di altre neoplasie linfoidi

Marker LH classico LH a Prevalenza TCHRBCL
Linfocitaria
nodulare

CD 30 + - -

CD 15 + - -

CD 20 -[+ + +

CD 45 - + +

CD79a - + +

ALK - - -

EMA _ + +

Le analisi immunoistochimiche sono state eseguitblscchetti di tessuto
di dimensioni superiori a 1 cm, fissati in formalia paraffinati.

| marcatori fenotipici determinati mediante analsmunoistochimica sono
stati:

- CD68, ricercato mediante l'anticorpo anti CD68 (d@oPG-M1,
mouse monoclonal, Dako, Glostrup, Denmark) peefitificazione
dei macrofagi associati al tumore (TAM);

- CD105, ricercato mediante l'anticorpo anti CD103%oie SN6h,
mouse monoclonal, Dako, Glostrup, Denmark), peritarca e
identificazione della proteina Endoglina, normalteepresente su
tutti i vasi. Nel nostro studio la proteina e statalutata
limitatamente alle cellule endoteliali primitivegzenti nella biopsia
diagnostica, diventando cosi indicativa della da@nsiei neovasi
(Vessel Density, VD).

La percentuale delle cellule CD68+ e stata stabilit relazione alla
cellularita totale. Sulla base di queste caratiehis i pazienti sono stati
divisi in tre gruppi: <5% (bassa espressione, sdQré-25% (espressione

intermedia, score 2), >25% (alta espressione, fjore
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Nel caso del marker CD105 la quantificazione immstochimica ha
dimostrato una percentuale di positivita variadiéé 5% al 30%.

La risposta al trattamento € stata valutata meelitnaimite TAC eseguita
come valutazione intermedia nel corso della terap@mioterapico e con
FDG-PET al termine del programma di cura secondevised response
criteria for malignant lymphom4. Le valutazioni PET sono state eseguite
secondo i criteri di Deauville. La durata della resione é stata valutata
clinicamente ogni 3 mesi e con TAC ogni 6 mesigge anni dal termine
dei trattamenti ed in seguito ogni 6 mesi con imdagrAC a cadenza
annuale. La PET non e stata utilizzata per i cdinperiodici.

Per ciascun soggetto i parametri clinici valutatimomento della diagnosi
sono stati: emocromo con formularapporto linfociti/monociti, LDH,
VES, 3, microglobulina,albumina, valutazione IPS secondo Hansenclever
% valutazione geriatrica multidimensionale (VGM)i Bepazienti con eta

maggiore di 70 anfi®**! stadiazione secondo Ann Arbor.

4. ANALISI STATISTICA

Le curve ROC (Receiver Operating Characteristiogpsstate utilizzate per
determinare il cutoff ottimale di ALC (conta asdaldinfocitaria), AMC
(conta assoluta monaocitica) e ALC/AMC.

Il rapporto tra linfociti, monociti e ratio linfottimonociti e EFS é stato
valutato con un’analisi univariata mediante Regoegsdi Cox.

| risultati dell’analisi immunoistochimica sono 8tacorrelati alle
recidive/progressioni osservate e allo stadio dattia, diviso in precoce e
avanzato: per queste analisi sono stati utilizaapettivamente il Test di
Mann-Whitney e la regressione logistica. Per lelisindi sopravvivenza
'end point primario € rappresentato dalla EFS,irdef come il tempo

trascorso dalla diagnosi fino alla recidiva/progrese, morte per qualsiasi
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causa o ultimo follow up. Le curve di sopravviverstmo state elaborate
mediante il metodo di Kaplan -Meier
Valori di p inferiori a 0,05 sono considerati sstitamente significativi

L’analisi statistica e stata eseguita mediante amogna SPSS versione 20.0

5. RISULTATI

5.1 Caratteristiche cliniche dei pazienti e outcome

Sono stati considerati valutabili per le analissadte 143 pazienti. L'eta
media alla diagnosi era di 38 anni (range 17-80) €6 pazienti maschi
(54%) e 66 femmine (46%). Il periodo di follow upedio e stato di 40
mesi (range 5-120).

Centoventisei (126) pazienti presentavano diagdoBnfoma di Hodgkin
classico, di questi 95 (67%) avevano un istotifgckerosi Nodulare, 20 un
istotipo a Cellularita Mista (14%), 11 a Deplezidriefocitaria (7%).

I rimanenti 17 (12%) avevano un Linfoma di Hodgkan Prevalenza
Linfocitaria Nodulare.

Cinquantotto (58) pazienti (41%) si presentavano owalattia in stadio
limitato (IA, IB e Il A senza lesioni bulky) e 8%9%) in stadio avanzato
(1IB con malattia bulky, 1ll e IV A e B). Ventiquab (24) pazienti (17%)
avevano lesioni di tipo bulky (definite come unasse mediastinica che
occupi piu di 1/3 del diametro trasverso internbtdeace a livello di T5-T6
su una radiografia antero-posteriofe o lesione superiore ai 10 cm di
diametro massimo in qualunque séfje

Degli 85 pazienti in stadio avanzato & stato catool'lPS 3% 15 pazienti
(18%) presentavano una malattia a basso rischi8 (R), 65 pazienti
(76%) avevano un rischio intermedio (IPS 2-3) e6%) erano ad alto
rischio (IPS 4-7).
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Dei 21 pazienti in stadio avanzato con recidivagpessione, 5
presentavano un rischio basso per IPS, 15 unisisotermedio e 1 alto
rischio con IPS 4.

Le caratteristiche cliniche dei pazienti sono nigss in Tabella XI.

Tabella XI. Caratteristiche dei pazienti

|
Pazienti 143 %
eta alla diagnosi
Media 38 (range 17-80)
Genere
F 66 46
M 77 54
Istologia
Sclerosi Nodulare 95 67
Cellularita Mista 20 14
Deplezione Linfocitaria 11 7
Prevalenza Linfocitaria 17 12
Stadio
I 9 6
[l 49 35
11 33 23
v 28 19
Il Bulky 13 10
[l Bulky 5 3
IV Bulky 6 4
Stadio
Limitato 58 41
Avanzato 85 59
Sintomi
A 82 57
B 61 43
IPS
0-1 15 18
2-3 65 76
4-7 5 6
LDH (mg/l)
Media + SD 358,6 + 135,47
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GB (x1073/ml)

Media + SD 8,59 +4,23
Linfociti (%)

Media + SD 19,53 £ 10,56
Linfociti (x1073 ml)

Media = SD 153+1,12

Monociti (x1073/ml)

Media + SD 0,72 +0,40
Linfociti/Monociti

Media + SD 3,58 + 6,66
Albumina (g/L)

Media + SD 41,56 + 5,98
Emoglobina (g/L)

Media + SD 12,63 £ 1,96
Regimi CT

ABVD 106 74

escalated BEACOPP 8 5

STANFORD V 23 16

Procarbazina 2 1

Radioterapia esclusiva 4 4
Progrediti/recidivati

evento 38 27
morti

evento 11 7
Follow up (mesi)

Nr pazienti 143

Media 40
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| pazienti sono stati sottoposti a trattamento dbesrapico di prima linea
con i seguenti regimi: ABVD (in 106 casi), STANFORD (in 23 casi)
o0 escalatedBEACOPP (in 8 casi).

Cinque pazienti avevano alla diagnosi una eta sugeai 70 anni: 3 sono
stati considerati “unfit” secondo VGM®*!e trattati con schema ABVD a
dosi ridotte del 25%; negli altri 2 casi e stateeice utilizzata Procarbazina
come monoterapia (pazienti “frail” per eta >80 anni

Quattro (4) pazienti con Linfoma di Hodgkin a prieveea Linfocitaria
Nodulare e malattia in stadio IA hanno ricevutotaalo trattamento
radiante.

Ottantasei dei 106 pazienti trattati secondo loeswn ABVD hanno
eseguito una rivalutazione precoce mediante inté&ET dopo 2 cicli di
terapia. L’indagine ha fornito un quadro di remoss& completa (RC) in 65
pazienti e di remissione parziale (RP) in 21 pdzien

Dei 65 pazienti con PET 2 negativa, 8 hanno avetadiva (12%), mentre
dei 21 pazienti con PET 2 positiva, 10 hanno otiena negativizzazione
dellindagine PET alla fine del programma di tratento e sono
attualmente vivi e in buona salute. Gli altri 1Inha presentato recidiva
(52%).

La Progression Free Survival (PFS) mediana perziepd con PET 2
negativa non é stata raggiunta mentre € risulig2é dhesi nei pazienti PET
2 positivi.

Anche nella nostra casistica, seppur limitata, zigrai con remissione
completa ad una PET 2 presentano una percentuaieone di recidive

rispetto ai pazienti con remissione parzidl€Fig. 4)
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PET 2 (solo negli ABVD)
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PFS (mesi) PET 2

N of Std.
Total N Events NrCen % Cen Median Error IC 95% pvalue
Negativa 65 9 56 86,2 . . . . <0,001
Positiva 21 12 9 42,9 25,00 21,65 0 67,4

Figura 4. PFS in base alla PET 2

Novantuno (91) su 106 pazienti trattati con regid8vD (85%) hanno
ottenuto un quadro di RC al termine del trattamelnfarima linea.

Venti (20) dei 23 pazienti trattati secondo schesT@ANFORD V (87%)
erano in RC alla conclusione del programma di clitdti e 8 i pazienti
trattati secondo schema escalatedBEACOPP hannernpats remissione
completa.

Anche 1 4 pazienti trattati con radioterapia esetusper Linfoma di
Hodgkin a prevalenza linfocitaria nodulare hannteraito un quadro di
RC.
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In 90 dei 143 pazienti e stata effettuata radigieradi consolidamento
involved field al dosaggio di 30 o 36 Gy (quesimlb dosaggio & stato
somministrato in caso di malattia bulky).

In totale 123 pazienti hanno ottenuto un quadrB@idopo la prima linea
di terapia, 2 remissione parziale (monoterapia ovcarbazina), diciotto
pazienti (12,5%) hanno presentato progressioneatatira al termine del
programma di prima linea mentre altri diciotto hanswvuto recidiva di
malattia durante il follow up.

Trentacinque (35) pazienti hanno ricevuto una farap seconda linea
secondo schema DHAP (Desametasone, Citarabinalatisp) *** in 16
casi, IGEV (Ifosfamide, Gemcitabina, Vinorelbinaeénisone)**® in 18
casi, R-ASHAP (Rituximab, Adriamicina, Metilpredalsne, Citosina
Arabinoside, Cisplatino}** in un caso. In 34 casi alla seconda linea di
terapia &€ seguito un trapianto autologo di celstdminali. Dei 35 pazienti
sottoposti ad una seconda linea di terapia 23 hattemuto RC e sono
attualmenti in buona salute e senza evidenza dattiegl in 12 casi si e
invece osservata un’ulteriore progressione di rtialat

Undici (11) pazienti sono deceduti: in 8 casi itegso si e verificato come
progressione di malattia; in un caso il decessowede correlato alla
comparsa di un secondo tumore (Leucemia Mieloideut@#cdopo
chemioterapia secondo schema ABVD con RC al terrdelgrattamento
per il linfoma); in due casi il decesso € imputalatl un infarto miocardico
acuto verificatosi successivamente ai trattamehéingoterapici secondo
schema ABVD.

Ad un follow up medio di 40 mesi su tutta la cassstrange 5-120 mesi)

non e stata raggiunta la EFS mediana.

5.2 Valore prognostico di ALC, AMC e ALC/AMC

Il valore medio dei linfociti & stato di 1530 penth,deviazione standard di
1120, con una mediana di 1350 per {range 330-9700).



58

Il valore medio dei monociti & stato di 720 per deviazione standard di
400, con una mediana di 610 per f{range 7-2570).
Il rapporto linfocitimonociti ha avuto una media 8,58, con una

deviazione standard di 6,66.

Sono state determinate le curve ROC per la EF8lazione a ALC, AMC
e ALC/AM. L’'area sotto la curva (AUC) per ALC ha walore di 0,61
(95% ClI, 0,468-0,752), per AMC e risultata di 0,523% ClI, 0,358-0,666)
mentre per il rapporto ALC/AMC e uguale a 0,558%®€ll, 0,408-0,707)
(Fig. 5-7).

Per nessuna di queste correlazioni € stato evigenzin rapporto

statisticamente significativo con la EFS dei paizien

ROC Curve - Linfociti (x10*3Iml) ROC Curve - Monociti (x10"3/ml)

04 L 04 08
1 - Specificity 1 - Specificity

Figura 5. Curva ROC per EFS e ALC Figura 6. Curva ROC per EFS e
AMC
ROC Curve - Nr Linfocidi I Nr. Monociti Figura 7. Curva ROC per EFS e

ALC/AMC

04 08
1 - Specificity
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Abbiamo poi correlato ALC, AMC e rapporto ALC/AMCog la EFS
mediante Regressione di Cox.

Per ALC e stato evidenziato un Hazard Ratio (HR),d49 con p = 0,464,
per AMC I'HR e stato di 1,103 con p = 0,855. Infiper il rapporto
ALC/AMC I'HR é risultato pari a 1,035 con p = 0,08H0n sono state
quindi evidenziate correlazioni statisticamentensigative tra la EFS e
ALC, AMC e rapporto ALC/AMC alla diagnosi.

| valori di ALC, AMC e ALC/AMC sono stati inoltrearrelati alla EFS
limitatamente ai pazienti con stadio avanzatodibgnosi (Tab XII).

Anche in questo caso non sono emerse differenzéstg@mente

significative.

Tabella XIl. Analisi univariata per EFS mediante Regressione di Cox nei pazienti

con stadio avanzato alla diagnosi

IC al 95% per HR
Variabili P HR Valore minimo albre massima
Linfociti 0,217 1,202 0,897 1,611
(x1073/ml)
Monociti 0,567 1,493 0,379 5,886
(x1073/ml)
Linfociti/Monociti 0,124 1,031 0,992 1,071

Abbiamo infine verificato la presenza di una pos#silassociazione tra lo
stadio di malattia e ALC, AMC, ALC/AMC. Da cio si @sto che il
rapporto ALC/AMC risulta correlare con lo stadiordalattia (p=0,035). In
particolare il valore mediano di ALC/AMC nei paziem stadio avanzato
risulta essere inferiore (1,86) rispetto a quellsiadio limitato (2,71) (Tab.
X11).
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Tabella XIlI. Test di Mann-Whitney per correlazione tra ALC, AMC e ALC/AMC e
stadio di malattia limitato/avanzato

Malattia limitata Malattia avanzata
Nr. MediatDS Mediana Nr. MediatDS Mediana p

(range) (range)

Linfociti 58 1,59+0,58 1,50 85 1,52+1,35 1,27 0,078
(x2073/ml) (0,39- (0,33-
2,81) 9,70)

Monociti 58 0,69+0,45 0,55 85 0,74+0,37 0,70 0,121
(x2073/ml) (0,10- (0,01-
2,57) 1,60)

Linfociti/Monociti 58  2,96+1,60 2,71 85 4,0248,38 1,86 0,035
(0,23- (0,40-
7,34) 47,14)

5.3 Valore prognostico di CD68 e CD105

Fig 8. Indagine immunoistochimica per CD68



Fig 9. Indagine immunoistochimica per CD105

L’analisi immunoistochimica ha evidenziato una poga per CD68

<5% in 20 casi, tra 5% e 25% in 26 casi e >25%ipdzienti.

Per quanto riguarda il CD 105 abbiamo osservatoruaggiore variabilita
con una media di positivita del 15% (range 5%-3Q%ab. XIV)

(Figura 7,8).

Tabella XIV. Caratteristiche dei pazienti con biop$e sottoposte ad indagine

immunoistochimica

Nr. %
Pazienti 60 100
Stadio Limitato 29 46
Avanzato 31 54
Recidiva Si 12 20
No 48 80
CD 105 (%) Media (DS) 15 (7,67)
Mediana (range) 10 (5-30)
CD 68 <56% 20 32
5-25% 26 44
>25% 14 24
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Abbiamo valutato I'eventuale correlazione tra lssipwita per CD68 e le
recidive/progressioni non riscontrando nessunaeugiffza tra i tre

sottogruppi (Tab. XV).

Tabella XV. Regressione logistica per CD68 con vabile dipendente non recidiva

vs. recidiva
IC al 95% per HR
Valore di p HR Valore minimo  Valore massimo
CD68 0,46 2,50 0,22 27,94
<5% vs >25%)
CD 68 0,30 3,33 0,34 32,96
(5-25% S
>25%)

Similmente abbiamo provato a correlare la poséiyier CD105 con le
recidive/progressioni osservate (Fig. 9).
Anche in questo caso non sono emerse differenzéstg@mente

significative.

30,004 -1 T pvalue=0272

20,00

CD_105

10,00

0,00

T T
Guarito Recidivato

Fig. 10 Correlazione tra CD 105 e recidive/progressni (Test di Mann-Whitney)

Abbiamo infine verificato la presenza di una po#silssociazione tra lo

stadio di malattia, distinto in limitato e avanzatda percentuale di CD68 e
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CD105 riscontrate nella biopsia diagnostica. Analmequesto caso non
abbiamo evidenziato alcuna correlazione statistdaensignificativa (Tab.
XVI).

Tabella XVI. Regressione logistica per CD68 e CD10Bon variabile dipendente

stadio precoce vs. avanzato

I.C. al 95% per HR

Valore p HR Valore Valore
minimo massimo

CD68 0,33 0,50 0,13 2,00
(5% vs 25%)
CD68 0,28 0,42 0,08 2,06
(5-25% VS
25%)
CD105 0,67 0,98 0,91 1,06
(Variabile

continua)
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6. DISCUSSIONE

Il nostro studio si € posto come obiettivo la deieazione di nuovi
parametri prognostici utili per la stratificazioml rischio nei pazienti
affetti da linfoma di Hodgkin classico. Ad oggi iripcipali indici
prognostici considerati sono I'lP%, e la positivita 0 meno della PET ad
interim dopo due cicli di terapia di induzione sedo schema ABVD".
Altri parametri prognostici sfavorevoli per gli digprecoci comprendono
VES, numero di sedi extranodali e la presenzagioie bulky (linee guida
del German Hodgkin Study Group). LIPS tuttavia t&ats validato
solamente per i casi in stadio avanzato e non cnidoe nessuna
informazione sui pazienti con malattia limitatapecistadio | e Il senza
sintomi sistemici. Inoltre I'esecuzione della imter PET sembra
cancellarne la stratificazione prognostica.

Entrambi non garantiscono I'accuratezza necesgarigoter disegnare un
trattamento personalizzato per ogni paziente.

Lo studio del 2010 di Steidf* ha introdotto una nuova prospettiva per la
stratificazione del rischio nei pazienti affetti daesta patologia: partendo
dallevidenza dellimportante ruolo dei macrofagieln processo di
interazione tra cellule tumorali e microambientez@stante™®, Steidl ha
ipotizzato la presenza di un eventuale signifigatmgnostico della quantita
di macrofagi CD68+ associati al tumore (TAM) prdsemella lesione
tumorale primitiva. Tramite uno studio di gene egsion profiling
effettuato su 130 campioni bioptici ottenuti dablepsia diagnostica di
pazienti affetti da Linfoma di Hodgkin classicocenfermato poi su una
coorte indipendente di 166 pazienti affetti sengad_H classico, Steidl ha
evidenziato una forte associazione tra 'aumerdgagaessione di TAM e la
riduzione di PFS (Progression Free Survival) e DB%ease-Specific
Survival): la quantita di TAM sembra quindi essarefattore predittivo di
fallimento sia per il trattamento di prima lineaecpher quello di seconda

linea in tutti gli stadi di linfoma di Hodgkin clago (lo studio mostrava
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infatti come nei pazienti con stadio limitato dowen vi fosse un aumentato
numero di TAM, la DSS fosse addirittura pari al 40

A conferma di questo promettente risultato sonaiediversi studi che

hanno tuttavia riportato risultati contrastanti:particolar modo Tan KL et
al. hanno dimostrato, in uno studio retrospettigegelito su un’ampia
popolazione di pazienti affetti da Linfoma di Hodykclassico in stadio

avanzato, una significativa correlazione tra l'antaga espressione di
CD68 e CD163 e una minore sopravviverizaSimili risultati sono stati

confermati anche da altri recenti statfit?2

| lavori di Sanchez-Esperididh® e di Azambujd®* sono stati i primi studi
a non confermare una correlazione statisticameguafisativa tra la quota
di infiltrato macrofagico, determinata tramite gtiticorpi antiCD68 e
antiCD163, e I'outcome clinico dei pazienti in tenndi sopravvivenza.
Dati piu recenti ottenuti su casistiche omogenedrpgamento sembrano

confermare queste osservazitfi?®

Agur A. et al avrebbero invece dimostrato una damiene tra la quota di
macrofagi CD68+ e le dimensioni della massa netipasiziale e residua
alla fine del trattamento, a suggerire una infl@geniei macrofagi nello

sviluppo della malattia mediante il microambiéfte
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Anche la nostra esperienza sembra non metteraderea nessun rapporto
tra linfiltrato macrofagico peritumorale e l'oute® dei pazienti. Sono

sequiti piu di recente

| TAM sembrano avere un ruolo fondamentale neltagprssione tumorale
modulando il sistema immune, l'angiogenesi e la astetizzazione
cellularet#128:129

Recenti dati di letteratura hanno dimostrato cidM producono VEGF-
A, un fattore di crescita per I'endotelio vascolaeeMetalloproteinasi di
Matrice 9 (MMP9), che facilita la liberazione delEX3F dalla matrice

€% psromuovendo quindi I'angiogenesi. Dati di lettera

extracellular
mostrano che CD105 (Endoglina), una proteina ipeasslucibile, parte
integrante del complesso di proteine del recettpeg il TGF, €
abbondantemente espressa sulle cellule endotdBalneovasi dei tessuti
tumorali, inoltre, la densita di questa a livellei dessuti affetti (MVD,
Intratumoral microvessel density), determinataizgéndo anticorpi anti
CD105, e stata identificata essere un fattore msggo indipendente in
termini di sopravvivenza in alcune neoplasie solfé®*! Ribatti*** ha poi
riportato I'esistenza di una correlazione tra la M{Micro Vessel Density)
e il comportamento biologico dei linfomi B nodaé, in particolare un
aumento della crescita del microcircolo tissutale nsomento della
progressione nei linfomi non Hodgkin. Per questdivoo nel nostro studio,
si € deciso di valutare la presenza di un’eventaasmciazione, nelllambito
dei Linfomi di Hodgkin, tra la MVD e la recidivalpgressione di malattia
utilizzando per la prima volta I'anticorpo anti CZB. Anche in questo caso
non sono emerse correlazioni statisticamente sugive tra I'angiogenesi

e il numero di recidive/progressioni osservate.

I macrofagi associati al tumore (TAM) derivano dadnociti circolanti e
sono reclutati nella sede del tumore da fattorcltkmiotassi secreti dalla

neoplasia stessa.
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| linfociti infiltranti il tumore sono stati inole associati all’outcome dei
pazienti con Linfoma di Hodgkid*® mentre la linfopenia, definita dallo
score di Hasenclever come una quota di linfocB% della conta cellulare
totale o come <600 cellulal/ ha un ruolo prognostico sfavorevole.
Porrata et al. hanno messo in relazione il rapptdola conta assoluta
linfocitaria (ALC, parametro che riflette lo statnmunitario del paziente)
e la conta assoluta monocitica (AMC, parametro afiféette il
microambiente tumorale) al momento della diagnosi koutcome clinico
dei pazienti affetti da linfoma di Hodgkin classi¢d. Lo studio ha
dimostrato che:

e i pazienti con una AMCG 900 cellulesL hanno una sopravvivenza
inferiore rispetto a quelli con una quota inferiate monociti in
periferia,

 I'ALC non ha influenza solamente sull’overall swad (OS) e sulla
freedom from progression (FFP), come dimostratdodstiudio di
Hasenclever, ma anche sulla progression free @lr(RFS) e
lymphoma specific survival (LSS),

* un rapporto ALC/AMC> 1,1 é correlato ad una maggior OS, LSS,
PFS e time to progression in tutti gli stadi di até& (sia limitati che
avanzati).

Un secondo studio di tipo retrospettivb ha preso in considerazione il
possibile ruolo prognostico del rapporto ALC/AMGa inoltre valutato la

correlazione tra lo stesso e la percentuale di TBBI68+ (clone Kpl,

mouse monoclonal, 1:2000 diluition; Dako, Glostrgnmark) e CD163+
(clonel0D6, mouse monoclonal, 1:400 diluition; Noastra, Newcastle,
U.K.) in 312 pazienti affetti da linfoma di Hodgkelassico, valutandone
gli outcome dopo cinque anni dalla diagnosi. Lodsiuha evidenziato
come:

* un ALC/AMC < 2,9 fosse significativamente correlat® uno stadio
piu avanzato di malattia, alla presenza di sint@nia livelli piu
bassi di albumina ed emoglobina e ad una maggiantga di

macrofagi CD163+ nella biopsia diagnostica,
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« un ALC/AMC < 2,9 fosse significativamente correlatoa solo nei
pazienti in stadio limitato, ad una minor Overalr8val.

» vi fosse una correlazione positiva tra la quotandcrofagi CD68+ e
CD163+ nei tessuti affetti da linfoma e la percatgudi monociti
nel sangue periferico, ma una correlazione negadti il rapporto
ALC/AMC e la quota tissutale di CD163.

Ulteriori recenti studi hanno confermato il ruoloognostico del rapporto
linfociti/monociti alla diagnosi, anche se con nifeento a casistiche

disomogene&®-14°

Anche nel nostro lavoro emerge un rapporto stesistente significativo tra
il rapporto ALC/AMC e lo stadio di presentaziondaatliagnosi, non si
evidenzia, invece, alcuna relazione tra ALC/AMCESS.

Infine anche nel nostro studio si conferma la défeza in termini di PFS
tra i pazienti con PET 2 negativa e quelli con PEJositiva quando trattati
con lo schema ABVD.

Nonostante la popolazione analizzata abbia una rosit@ inferiore

rispetto agli unici 2 lavori attualmente pubblicatil’argomento, la nostra
casistica fa riferimento ad un gruppo piu omogediepazienti raccolti in

un intervallo di tempo piu limitato con minore \ailita in termini di

diagnosi istologica, di esami di stadiazione (T®IET) e di trattamenti

ricevuti dai pazienti.
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7. CONCLUSIONI

Il nostro studio ha avuto lo scopo di valutareublo prognostico di AMC e
ALC/AMC ratio in termini di Event Free Survival inna popolazione
consecutiva di pazienti affetti da Linfoma di Hodgkdiagnosticata e
trattata dal 1 Gennaio 2004 al 1 Aprile 2015 prdisttuto Oncologico
Veneto.

Dai nostri risultati non sono emerse correlazioniatisticamente
significative tra la conta linfocitaria e monocitarassoluta al momento
della diagnosi (ALC e AMC), il rapporto tra le dg&LC/AMC) e la EFS
dei pazienti.

Allo stesso modo non si é evidenziata alcuna associe tra ALC e AMC
e lo stadio di presentazione di malattia.

| nostri dati mostrano invece I'esistenza di unagtaile correlazione tra il
valore del rapporto ALC/AMC al momento della diaghe lo stadio di
presentazione di malattia: in particolare | pazi@an stadio limitato di
malattia mostrano valori piu elevati di ALC/AMC pistto a quelli con
stadio avanzato. Questo dato potrebbe indicare ¢c@azenti con malattia
avanzata presentino una maggiore quantita di monoal sangue
periferico, espressione dellinfiltrato macrofagicella neoplasia, e una
minore quantita di linfociti, come gia dimostratoa dHasenclever,

espressione questa di uno stato immunitario drtetti

Lo studio non ha evidenziato alcuna correlazionatisticamente

significativa tra il numero di macrofagi CD68+ eutcome clinico dei

pazienti affetti da linfoma di Hodgkin classico. Wigmente, non € emersa
un’associazione statisticamente significativa fraaumero di macrofagi

CD68+ e lo stadio di presentazione di malattia.

Il nostro lavoro non ha evidenziato una correlagiostatisticamente

significativa tra la MVD, valutata tramite la prota Endoglina, lo stadio di

presentazione di malattia e 'outcome dei pazienti.
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Anche dalla nostra casistica emerge l'impatto postjno della interim
PET in termini di PFS durante il trattamento cosébema ABVD.

Un limite del nostro lavoro e rappresentato dallaarosita della casistica
che non ci permette di escludere completamentsediama di correlazioni
tra la EFS e i parametri umorali analizzati, casne tra il numero di eventi
osservati e i dati immunoistochimici.

Infine la percentuale di infiltrato macrofagico mdibe essere meglio
caratterizzata combinando all'anticorpo anti CD6é@&nticorpo rivolto

é41,142’

contro I'antigene CD16 come descritto in letteratura, aumentando

cosi la specificita della determinazione.
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