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Typy receptorow dla cytokin, w tym kinazy Janus 2

Receptory typu |

Receptory typu Il

INFa, INFB, INFy, IL-

IL-2R, IL-4R, IL-6R, IL-11R, EPOR, TPOR,
10R, IL-19R,
IL-7R, ILOR, OSMR, LIFR IL-3R, IL-SR, G-CSFR
_ R, L GM-CSER IL-20R, IL-22R,
IL15R, IL-21R (zawierajace T GHR, PRLR IL-24R, IL-28R
(zawierajgce podjednostke (zawierajace (homodimeryczne |L-’29R ’
- odjednostke [c
podjednostke yc) gp130) pod] ¢ Bl receptory (receptory dla INF)
cytokinowe)
JAK1, JAK3 JAK1, JAK2, JAK2 JAK?2 JAK1, JAK2,
TYK 2 TYK 2

Objasnienia uzytych skrotow: IL-xR — receptor dla okreslonego (x) typu interleukiny, OSMR- receptor dla onkostatyny M (ang. oncostatin M receptor), LIFR —
receptor dla czynnika hamujacego biataczke (ang. leukemia inhibitory factor), GM-CSFR- receptor dla granulocytowo-makrofagowego czynnika wzrostu, PRLR-
receptor dla prolaktyny, INF — interferon, JAK —kinaza tyrozynowa Janus, TYK — receptor dla kinazy tyrozynowej Tyk



Szlak przekazywania sygnatu komorkowego drogg JAK-STAT

Po zwigzaniu agonisty receptora (cytokina) dochodzi do dimeryzacji receptora, fosforylacji zwigzanych z nim kinaz JAK, a nastepnie w wyniku zmian
konformacyjnych w obrebie receptora, udostepnienia miejsca ,,dokowania” dla odpowiednich czgsteczek STAT. Po fosforylacji zwigzanych czasteczek STAT przez
kinaze JAK, dochodzi do ich dimeryzacji poprzez domeny SH2. W obrebie jagdra dimery STAT sg ponownie fosforyzowane przez kinaze MAP (MAPK),

a nastepnie wigzg sie z odpowiednim miejscem w obrebie gendw docelowych inicjujgc proces transkrypcji

cytokina
N

Receptor

| ]

JAk B3 B JAK @ Ak B3 B3 Ak P P JAK B3 EE oAk P

Fosforylacja tyrozyn Fosforylacja tyrozyn

cytokina cytokina

Dimeryzacja receptora Rekrutacja STAT

/D_ _ Cytoplazma

Aktywacja imeryzacja
. poprzez
kil9g MAP\ domeny SH2
Wiazanie z DNA Jqdro
Fosforylacja P
seryny STAT .. .
% ) RNA Inicjacja ) Zmiana
Aktywno$¢ transkrypc transkrypciji

——— — fenotypu komorki
Fragment promotora genu
zaangazowany w odpowiedz na
sygnat cytokinowy

Po zwigzaniu agonisty receptora (cytokina) dochodzi do dimeryzacji receptora, fosforylacji zwigzanych z nim kinaz JAK, a nastepnie w wyniku zmian konformacyjnych w obrebie receptora, udostepnienia miejsca ,,dokowania”
dla odpowiednich czasteczek STAT. Po fosforylacji zwigzanych czasteczek STAT przez kinaze JAK, dochodzi do ich dimeryzacji poprzez domeny SH2. W obrebie jadra dimery STAT s ponownie fosforyzowane przez kinaze MAP (MAPK),
a nastepnie wigza sie z odpowiednim miejscem w obrebie gendw docelowych inicjujac proces transkrypcji



Chronic myeloid neoplasms

Myelodysplastic syndromes

Myelodysplastic syndromes/
myeloproliferative neoplasms
overlap

Myeloproliferative neoplasms

Myeloid and lymphoid
neoplasms with eosinophilia
and PDGFR/FGFR1 mutation

Peripheral blood or bone
marrow morphology

Absence of cytosis

Dyserythropoiesis
Dysgranulopoiesis

Monocytosis

Granulocytosis
Thrombocytosis

Erythrocytosis

Mastocytosis

Eosinophilia

Disease
Associated mutation(s)
(estimated frequency)

Myelodysplastic syndrome
TET2 (20%)

Refractory anemia with ring
sideroblasts
SF3B1 (80%-90%)

Chronic myelomonocytic
leukemia
TET2 (40%-60%)
SRSF2 (30%-50%)
ASXL1 (40%)

Refractory anemia with ring

sideroblasts associated with

marked thrombocytosis
SF3B1 (80%-90%)
JAK2V617F (50%)

Atypical chronic myeloid
leukemia
SETBP1 (30%)

Myelodysplastic/myeloprolif-
erative neoplasm—unclassifiable

Chronic myeloid leukemia
BCR-ABL1 (100%

Polycythemia vera
JAK2 (99%)

Essential thrombocythemia
JAK2/CALR/MPL (85%)

Primary myelofibrosis
JAK2/CALR/MPL (90%)

Chronic neutrophilic leukemia
CSF3R (80%-100%)
SETBP1 (30%)

Systemic mastocytosis
KITD816V (80%-100%)

Chronic eosinophilic leukemia

Myeloproliferative neoplasm—
unclassifiable

Myeloid and lymphoid neoplasms
with eosinophilia and PDGFRA,
PDGFRB, or FGFR1 mutations




MPN classification (WHO 2008)

1. Myeloproliferative neoplasms (MPN)
1.1. Chronic myelogenous leukemia, BCR-ABL1-positive (CML)

1.2. Polycythemia vera (PV)
1.3. Essential thrombocythemia (ET)
1.4. Primary myelofibrosis (PMF)

T1.5. Chronic neutrophilic leukemia (CNL)
1.6. Chronic eosinophilic leukemia, not otherwise specified
(CEL-NOS)
1.7. Mast cell disease (MCD)
1.8. MPN, unclassifiable
2. Myeloid and lymphoid neoplasms with eosinophilia and
abnormalities of PDGFRA, PDGFRB, and FGFR1

3. MDS/MPN
3.1. Chronic myelomonocytic leukemia (CMML)
3.2. Juvenile myelomonocytic leukemia (JMML)
3.3. Atypical chronic myeloid leukemia, BCR-ABL-negative
(aCML)
3.4. MDS/MPN, unclassifiable
4. Myelodysplastic syndromes (MDS)
5. Acute myeloid leukemia (AML)

Tefferi A, Vardiman JW. Leukemia 2008; 22: 14-22.



MPN charcteristics

Overall MPN CML ET IMF CNL Mastocytosis

Incidence 1.15-4.99/100,000 0.89-1.75/100,000§ 0.01-2.61/100,000 0.21-2.27/100,000  0.22-0.99/100,00( 0.89/100.000
Prevalence 0.49-46.88/100,000 11.00-42.51/100,000 1.76-4.05/100,00( 0.5-1.0/10,000
5-year survival (%) 56.7 (USA) 84.8 89.9 39 (Sweden) 28

88.6 (UK)

Anderson LA, et al. Curr Hematol Malig Rep DOI 10.1007/s11899-014-0228-z



World Health Organization Diagnostic Criteria for Polycythemia Vera,
Essential Thrombocythemia and Primary Myelofibrosis

~

2008 WHO diagnostic criteria

Polycythemia vera® Essential thrombocythemia * Primary myelofibrosis *
Major criteria 1 Hgb >18.5 g/dL (men) >16.5 g/dL 1 Platelet count >450 x 10%/L 1 Megakaryocyte proliferation and
(women) or © atypia “ accompanied by either
reticulin and/or collagen fibrosis,
or
2 Presence of JAK2VEITF or JAK2 2 Megakaryocyte proliferation with 2 Not meeting WHO criteria for CML,
exon 12 mutation large and mature morphology. PV, MDS, or other myeloid
neoplasm
3 Not meeting WHO criteria for CML, 3 Demonstration of JAK2VEITF or
PV, PMF, MDS or other myeloid other clonal marker or no evi-
neoplasm dence of reactive marrow fibrosis
4 Demonstration of JAK2VEITF or
other clonal marker orno evidence
of reactive thrombocytosis
Minor criteria 1 BM trilineage myeloproliferation 1 Leukoerythroblastosis
2 Subnormal serum Epo level 2 Increased serum LDH level
3 EEC growth 3 Anemia
4 Palpable splenomegaly /

Abbreviations: BM, bone marrow; CML, chronic myelogenous leukemia; EEC, endogenous erythroid colony; Epo, erythropoietin; Hct, hematocrit; Hgb, hemoglobin; LDH, lactate dehydrogenase; MDS,
myelodysplastic syndromes; PMF, primary myelofibrosis; PV, polycythemia vera; WHO, World Health Organization.

a PV diagnosis requires meeting either both major criteria and one minor criterion or the first major criterion and second minor criteria. ET diagnosis requires

meeting all four major criteria. PMF diagnosis requires meeting all three major criteria and two minor criteria.

b or Hgb or Hct > 99th percentile of reference range for age, sex, or altitude of residence or red cell mass >25% above mean normal predicted or Hgb >17

g/dL (men)/>15 g/dL (women) if associated with a sustained increase of 2 g/dL from baseline that cannot be attributed to correction of iron deficiency.

¢ Small to large megakaryocytes with aberrant nuclear/cytoplasmic ratio and hyperchromatic and irregularly folded nuclei and dense clustering.

d or In the absence of reticulin fibrosis, the megakaryocyte changes must be accompanied by increased marrow cellularity, granulocytic proliferation and often decreased erythropoiesis (i.e. pre-fibrotic PMF).

Tefferi A. Am. J. Hematol. 2015;90:163-173



PV

Major criteria

1

Hemoglobin

= 16.5 g/dl (men)

= 16 g/dl (women})
or hematocrit

= 49% (men)

= 48% (women) or
increased red cell
mass (RCM)

BM with
age-adjusted
hypercellularity
and trilineage
myeloproliferation
with pleomorphic,
mature
megakaryocytes
(differences in
size)

Presence of JAKZ
mutation

ET

Platelet count
= 450 = 109

BM with
megakaryocyte
proliferation with
large and mature
morphology. Mo
significant left-shift
of neutrophil
granulopoiesis or
erythropoiesis and
very rarely minor
(grade 1) increase
in reticulin fibers

Mot meeting WHO
criteria for
BCR-ABLT + CNL,
PV, PMF, MDS or
other myeloid
neoplasm

Presence of JAK2,
CAIL R or MPL
mutation

Proposed 2016 WHO diagnostic criteria for
BCR-ABL1-negative myeloproliferative neoplasms

prePm
Megakarnyocytic
proliferation and
atypiad, without
reticulin

fibrosis > grade 1,%
accompanied by
increased
age-adjusted bone
marrow cellularity,
granulocytic
proliferation and
often decreased
erythropoiesis

Mot meeting WHO
criteria for
BCR-ABLT + CML,

PV, ET, MDS or other

myeloid neoplasm

Presence of JAK2,
CALR or MPL
mutation or in the
absence of these
mutations, presence
of another clonal
marker’ or absence
of minor reactive

bone marrow reticulin

fibrosis¥

PMF

Overt PME

Megakaryocyte proliferation
and atypia®

accompanied by either
reticulin and/or collagen
fibrosis (grade 2 or 3)

Mot meeting WHO criteria for
BCR-ABL1 + CML, PV, ET,
MDS or other myeloid
neoplasm

Presence of JAKZ2, CALR or
MPL mutation or in the
absence, the presence of
another clonal marker or
absence of evidence for
reactive bone marrow
fibrosish

PV

Minor criteria

1 Subnormal serum
erythropoietin level

ET

resence of a

lonal marker (e.q.

bnormal
aryotype) or
bsence of
vidence for
eactive
rombocytosis

Presence of one or

more of the following!:

. Anemia not
attributed to a
comorbid
condition

- Palpable
splenomegaly

. Leukocytosis
=11 = 10%/L

- Elevated LDH!

PMF

Presence of one or more of

the following!:

. Anemia notattributed to
a comorbid condition

- Palpable splenomegaly

. Leukocytosis
=11 = 10%L

. Elevated LDH!

. Leukoerythroblastosis!

a PV diagnosis requires meeting either all three major criteria or the first two major criteria and one minor criterion

b ET diagnosis requires meeting all four major criteria or first three major criteria and one minor criterion

¢ prePMF diagnosis requires all three major criteria and at least one minor criterion. Overt PMF diagnosis requires meeting all
three major criteria and at least one minor criterion

d Small-to-large megakaryocytes with aberrant nuclear/cytoplasmic ratio and hyperchromatic and irregularly folded nuclei and dense clustering.
e In cases with grade 1 reticulin fibrosis, the megakaryocyte changes must be accompanied by increased marrow cellularity,

granulocytic proliferation and often decreased erythropoiesis (that is, prePMF).
f In the absence of any of the 3 major clonal mutations, the search for the most frequent accompanying mutations (ASXL1, EZH2, TET2,

IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1) are of help in determining the clonal nature of the disease.

g Minor (grade 1) reticulin fibrosis secondary to infection, autoimmune disorder or other chronic inflammatory conditions, hairy cell leukemia or
other lymphoid neoplasm, metastatic malignancy, or toxic (chronic) myelopathies.
h Bone marrow fibrosis secondary to infection, autoimmune disorder or other chronic inflammatory conditions, hairy cel leukemia or other
lymphoid neoplasm, metastatic malignancy or toxic (chronic) myelopathies.
i Confirmed in two consequtive determinations
j Degree of abnormality can be borderline or marked and institutional reference range should be used for lactate dehydrogenase level (LDH)

T. Barbui et al. Blood Reviews xxx (2016) xxx—xxx



Practical Algorithm for Diagnosis
of Polycythemia Vera (PV), Essential Thrombocythemia (ET), and Primary Myelofibrosis (PMF)

Patient with suspected
myeloproliferative neoplasm

Y

Polycythemia vera (PV)

Y

Perform peripheral blood
JAK2V617F mutation screen

Negative

Y

Perform peripheral blood JAK2
exon 12 mutation screen

Negative

Y

Obtain serum erythropoietin level

Positive

Diagnosis v

likely

Positive

L

Diagnosis v
likely

Subnormal

Diagnosis v

Y

Essential thrombocythemia (ET)

Y

Perform peripheral blood
JAK2V617F mutation screen

Negative

Y

Perform peripheral blood CALR
mutation screen

Negative

Y

Perform peripheral blood MPL
mutation screen

possible
Normal
or high
Y Y
PV diagnosis unlikely if no JAK2 Bone marrow
mutation and serum examination
erythropoietin level normal or high advised to
confirm diagnosis

Negative

Y

Positive

Positive

Positive

Y

Y

Primary myelofibrosis (PMF)

Perform bone marrow examination
with mutation screening and
cytogenetic analysis

Y

Triple
negative

Perform bone marrow
examination (required)
to confirm diagnosis and
distinguish ET from
prefibrotic PMF

Diagnosis of PMF considered if bone
marrow morphology is consistent
with PMF and

1. mutation of JAK2, CALR, or MPL
is present; or
2. trisomy 9 or del(13q) is present; or
3. other malignant neoplasms are
excluded
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Rola szlaku JAK-STATw pataogenezie nowotworow mieloproliferacyjnych
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Savona MR. Leuk Res 2014; 38(9):1001-1012
Javier Pinilla-lbarz, et al. OncoTargets and Therapy 2016:9 4937-4957



Nadptytkowosc (Thrombocytosis)

DEFINICJA

* Podwyzszenie liczby ptytek krwi (>450,000/ml) we krwi obwodowe]
spowodowane ich nadprodukcjg (reaktywna nadptytkowos¢) lub
bedgca wynikiem klonalnej ekspansji megakariocytow (klonalna
nadptytkowos¢)

« Reaktywna nadptytkowosc jest wynikiem wzrostu stezenia cytokin w
przebiegu np. urazu, stanu zapalnego, a takze obecnosci nowotworu
nie-hematopetycznego

« Konalana nadptytkowosc¢ jest rezultatem obecnosci defektow
molekularnvch w komorkach hematonoetvcznvch (nb. aenu fuzii BCR-



EPIDEMIOLOGIA | DEMOGRAFIA

« NadplytkowosC o charakterze reaktywnym wystepuje znacznie czesciej niz klonalna (70% vs. 22%)
« Epidemiologia jest trudna do okreslenia

« Dane dotyczace nadptytkowosci samoistnej:

- czestos¢ zachorowan - 2.5 /100.000 osob/rok

- Wystepowanie - 24 PRZYPADKI/100,000 OSOB Z POPULACJI OGOLNEJ

- WIEK ZACHOROWANIA - SREDNIO 60 LAT

- CZESTOSC U MEZCZYZN/KOBIET 2:1
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Nadptytkowosc samoistna

R

‘



Nadptytkowos¢ samoistna

Faza zwtdknieniowa ET

Histologia szpiku (Post ET - MF

Michiels JJ, et al. Hematol Thrombo Dis 2014, 2:6



/MIANY W BADANIU PRZEDMIOTOWYM | MANIFESTACJA KLINICZNA

*NIEZALEZNIE OD PRZYCZYNY, WYSOKA LICZBA PLYTEK KRWI PROWADZI DO OBJAWOw WAZOMOTYORYCZNYCH
TAKICH JAK BOLE GEOWY, ZABURZENIA WIDZENIA, ZAWROTY GLOWY, NIETYPOWE BOLE W KLATCE PIERSIOWEJ,
ACRAL DYSTHESIA | ERYTROMELALGIA , OBJAWY CZESCIEJ WYSTEPUJA W KLONALNEJ NADPLYTKOWOSCI NIZ W
REAKTYWNEJ

*mogy wy,stapic' zaréwno objawy zakrzepicy jak i skazy krwotocznej . )
*STOPIEN WZORSTU LICZBY PLYTEK KRWI NIE JEST POWIAZANY Z WYZSAZYM PRAWDOPODOBIENSTWEM

KLONALNEJ NADPtYTKOWOSCI A TAKZE NIE KORELUJE Z RYzYKIEM ZAKRZEPICY
*WSPOtWYSTEPOWANIE SPLENOMEGALI SUGERUJE NOWOTWOR MIELOPROLIFERACYJNY

«JEDNOCZESNY WZROST LEUKOCYTOZY LUB LICZBY ERYTROCYTOw (WYSOKI HCT) SUGERUJE PRZEWLEKtA BIAtaCZKe
SZPIKOWA LUB CZERWIENICE

*RYZYKO TRANSFORMACJI DO WTORNEJ BIAtACZKI JEST NISKIE



Etiologia nadptytkowosci samoistnej

* Klonalna choroba multipotencjalnej komorki macierzystej

* u podtoza Najczesciej zaburzenia przewodzenia sygnatow
cytokinowych szlakiem JAK2-STAT (mutacje gendw JAK2, CALR i
MPL)



Diagnostyka roznicowa

« Fatszywa nadptytkowosc

1. krioglobulinemia mieszana

1. PBSz

2. Czerwienica prawdziwa

3. Pierwotne zwtdknienie szpiku
4. Zespot 5g-

5. OBSz z inv(3), t(3;3)

6. Nadptytkowos¢ samoistna

2. Krgzace fragmenty cytoplazmy
w przebiegu biataczki, chtoniaka,

ciezkiej hemolizy, oparzen

Reaktywna nadptytkowos¢

1. ,Nieztosliwe” choroby hematologiczne (ostre
krwawienie, niedobdr zelaza, niedokrwistos¢
hemolityczna)

Przewlekte infekcje (np. gruzlica)

Ostre i przewlekte choroby zapalne

Choroby reumatologiczne

Choroby zapalne jelit

Celiakia

Czynnosciowa asplenia, stan po splenektomii

Uszkodzenia tkanek

. Uraz, oparzenie

10. Zawat serca

11. Ostre zapalnie trzustki

12. Stan po zabiegi chirurg.

13.Niewydolnos¢ nerek, zespdt nerczycowy

14. Wysitek

16. leiki- winkrystyna, adrenalina

©®NOU A WN



Nadptytkowosc — algorytm diagnostyczny

Increased
p||:|hE|eL=.

JAKZ mutation analysis, ' i ' . :

F‘hi|mde|phln chromasame { Mo anemia Decreasad
‘A Hb/Het

Bone marmow = Serum Fe [decr ]
Ab | e m : S Fe |QeCrefLed |,
EI—, aspirationond W [T Ferritin, TIBC [increased)

Farritin level
[decreased)

biopsy [rule out *— reficulocyte count,
P-Vera, CML) it ' TIBC, sarum iron
thrambocytosis
persists on
rEpe::ll'ed fests
and count is

2% narmal b
Iran-deficiency anemia
with reactive thn:-mh-ca:}-'h:uiis

CT of chest and abdomen o
rule out neoplasm if bone
Marrow 15 nundi::lgn-::ns.ric




Ocena ryzyka zakrzepowego w nadptytkowosci samoistnej

New risk New risk factors
factors « JAK2 mutation

« CV risk factors
« JAK2 mutation

Risk
profile

Risk category

] [}
] 1
] 1
] ]
] ]
] 1
] 1
VELEL]ES m 1 1
] ]
i i : : @ Very low
Age <60 1 1
years AND no Low + : > JAKZ
history of , | mutation? @ Low
thrombosis :
1

Risk factor{points)

= == == = ———

* None (0)
Low 0-1 « Age = 60 years (1)
4| . CV risk factors (1) [* . .
. niex octons (1) Age 260 JAKE o Intermediate
Intermediate 2 « History of = mutation’
. years ]
thrombosis (2

: rombosis (2) AND/OR High - ﬂ:hStDt;y of .

High 23 - JAK2VB17F (2) history of rombosis?
thrombosis High

- - > Yes
IPSET-thrombosis score Conventional risk Revised IPSET-thrombosis score

stratification

CV, czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego, IPSET, International Prognostic Score for Thrombosis in Essential Thrombocythemia

Falchi L, Kantarjian HM, Verstovsek S. Leukemia 2017;Sep;31(9):1845-1854



Algorytm Terapeutyczny nadptytkowosci samoistnej

Very low-risk Low-risk Intermediate-risk High-risk disease
disease disease disease
*History of thrombosis
. *Age >60years *or
*No history of thrombosis *No history of thrombosis *No history of thrombosis *Age >60 years with JAK2 mutation
*Age <60 years *Age <60 years *JAK2unmutated
*JAK2-unmutated +JAK2 mutated
Arterial Venous )
Without With thrombosis Wﬁ_moos:s
CV risk factors CV risk factors history history
at any age at any age
_ Without With
' ) CV risk factors CV risk factors | ,
Observation Once-daily - -
. Hydroxyurea
alone aspirin Hydro::yurea Hyd ro:iyu rea y )iw
once-daily once-daily systemic
aspirin aspirin anticoagulation
Once-daily
aspirin
* age >60 years or *«  JAK2-mutated or
*«  JAK2-mutated or * CV nsk factors
_w:‘m * CVrisk factors
Avoid aspirin inthe presence CV risk factors
of extreme thrombocytosis
and acquiredveon Willebrand
syndrome
" Consider Consider
C_‘-"“i'jd‘:'lf twice-daily once-daily
twice-dai 1 s
aspiriny Cytoreductive therapy aspinn aspinn
might not be essential

Tefferi A, et al. Am J Hematol 2017; 92: 95-108



Predyspozycja ,,germ-line” do nowotworéw mieloproliferacyjnych

7 Familial MPN™
g SErd 4

editary erﬁthrocytosis
and thrombocytosis

High

Intermediate

()
O
=
©
-
4
Q
=
v
= Low S
Sporadic MPN
Very | ,
ery low - : >
0.001 0.01 0.1 1
Very rare Rare Uncommon Common

Allele frequency

Amy V. Jones and Nicholas C. P. Cross. Ther Adv Hematol 2013; 4:237-253



A novel activating, germiine JAKZ mutation, JAKZRO04,
causes familial essential thrombocytosis

G1691A (Rs564Q)

B C JAK2 Wildtype
DNA aaa ggc gta cga aga gaa gta
AAAlGGc|GTA|lc RAlAGAGAAGTA Protein K G V ? R. £ ¥
564

JAK2 Rs564Q Mutant

DNA aaa ggc gta caa aga gaa gta
Protein K G V Q R E V

564

564
D E Src homology Pseudo-kinase Tyrosine kinase
NH FERM domaindomain domain domain A COOH
| l—_' JAK2 | EEREESVEEY JH1
c4 c3 |
Age: 34 Age: 33
Pits: 275 | Plts: 493 Homo sapiens GQGTFTKIFKGVRREVGDYGQL
Mus musculus GQGTFTKIFKGVRREVGDYGQL
‘ | Rattus norvegicus GQGTFTKIFKGVRREVGDYGQL
Sus scrofa GQGTFTKIFKGVRREVGDYGQL
C2 C1 Gallus galus GQGTFTKIFKGVRREVGDYGQL
Age: 9 Age: 6 Tetraodon fluviatilis GQGTFTKIFKGVRKELGDYGLM

HURRAT RS Xenopus laevis  GQGTFTKIFKGKREELGDYNKI

Etheridge SL, et al. Blood 2014 Feb 13;123(7):1059-68



Nadptytkowos¢ rodzinna

Do dnia dzisiejszego u chorych z wrodzong nadptytkowosciag opisano 3 aktywujace
mutacje/polimorfizmy genu c-MPL :

Ooraz

o Ser505Asn —zmian w czesci przezbtonowej receptora po raz pierwszy opisana u 8 cztonkdw rodziny w Japonii, a nastepnie u 24
chorych z 8 rodzin wtoskich. W 16 przypadkach choroba miata charakter autosomalny dominujacy (Liu K, et al. Haematologica.
2009;94:1368-1374)

o Prol06Leu —zmiana w pozakomorkowej domenie receptora opisana po raz pierwszy w rodzinie arabskiej U homozygot
stwierdza sie umiarkowang lub ciezkg nadptytkowos¢, a u heterozygot prawidtowa liczbe ptytek (sporadycznie umiarkowang
nadptytkowosé). Dziedziczenie autosomalne recesywne (El-Harith el-HA. Br J Haematol. 2009;144:185-194)

o Lys39Asn (MPL Baltimore) — defekt obecny u 0sdb réznych ras, u homozygot znaczna nadptytkowosé (800-1000X10°%/1)
(Standen G, ET AL. Br J Haematol. 2008;140:714-716)



SCHEMATYCZNE PRZEDSTAWIENIE LOKALIZACJI MUTACJI W OBREBIE GENU MPL
( MYELOPROLIFERATIVE LEUKEMIA GENE)

T487A

N

D545G/N

Y591D
Legenda:

AVl

C1488T V401L
A506T
Wewnatrzkomoérkowe = V5071
s L510P
C1570T E
g R514K
C1602T 3
i = W515 L/R/K/SIAIG
G1610A
A519V/T
R537Q (rs3620551)
G540S
T1629C
G
%,

S630fs*8

obszar fgcza w btonie komérkowej.
Mutacje po stronie prawej, po stronie lewej znane SNP.
TPO - trombopoetyna

wg Wanlong Ma i wsp. Diagn Mol Pathol 2011;20:34-39
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Table. Mutations in Myeloproliferative Neoplasms (MPNs)

Approximate Mutational Frequency, %

Chromosome Polycythemis‘ Essential Primary Blast-Phase

Mutation Location Vera Thrombocythemia Myelofibrosis MPN
Specific to MPN
JAK2

Exon 14 mutation; 9p24 95 55 60 40

ie, JAK2V617F

Exon 12 mutations 9p24 3 Infrequent Infrequent Infrequent
CALR Exon 9 deletions 19p13.2 Infrequent 25 25 25
and insertions
MPL Exon 10 mutations 1p34 Infrequent 3 7 8
LNK (as in Links; aka SH2B3) 12q24.12 Infrequent Infrequent Infrequent 10
exon 2 mutations
Nonspecific to MPN
TET2 Mutations involve 4q24 16 5 17 17
several exons
ASXL1 Exon 12 mutations 20ql11.1 7 4 20 18
IDH1/IDH2 Exon 4 mutations 2q33.3/ 2 1 4 22

15q026.1

EZH2 Mutations involve 7q36.1 Infrequent Infrequent 5 Infrequent
several exons
DNMT3A Most frequent mutations 2p23 7 3 7 17
affect amino acid R882
CBL Exon 8/9 mutations 11g23.3 Infrequent Infrequent 4 Infrequent
IKZF1 Mostly deletions 7pl2 Infrequent Infrequent Infrequent 21
including intragenic
TP53 Exons 4 through 9 17p13.1 Infrequent Infrequent 4 11
SF3B1 Exons 14 and 15, mostly 2q33.1 Infrequent Infrequent 7 4
SRSF2 Exon 2 17g25.1 Infrequent Infrequent 17 19
U2AF1 21q22.3 Infrequent Infrequent 16 6
SETBP1 Exon 4 18¢g21.1 Infrequent Infrequent 2.5 7

Abbreviations: ASXL1, additional sex
combs-like 1; CALR, calreticulin;

CBL, casitas B-lineage lymphoma
proto-oncogene; DNMT3A, DNA
cytosine methyltransferase;

EZH2, enhancer of zeste homologue
2; IDH1/IDH2, isocitrate
dehydrogenase; IKZF1, IKAROS family
zinc finger 1; JAK2, Janus kinase 2;
MPL, myeloproliferative leukemia
virus oncogene; SETBP1, SET binding
protein 1; SF3B1, splicing factor 3B
subunit 1; SRSF2, serine/arginine-rich
splicing factor; TET2, TET oncogene
family member; TP53, tumor

protein p53.
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World Health Organization Diagnostic Criteria for Polycythemia Vera, Essential
Thrombocythemia and Primary Myelofibrosis

/"

2008 WHO diagnostic criteria

~

Polycythemia vera®

Essential thrombocythemia *

Primary myelofibrosis *

Major criteria

inor criteria

L Py =

Hgb >18.5 g/dL (men) >16.5 g/dL
(women) or ©

Presence of JAK2VBITF or JAK2
exon 12 mutation

BM trilineage myeloproliferation
Subnormal serum Epo level
EEC growth

Platelet count >450 x 10°/L

Megakaryocyte proliferation with
large and mature morphology.

Not meeting WHO criteria for CML,
PV, PMF, MDS or other myeloid
neoplasm
Demonstration of JAK2VEITF or
other clonal marker orno evidence
of reactive thrombocytosis

B G A o=

Megakaryocyte proliferation and
atypia “ accompanied by either
reticulin and/or collagen fibrosis,
or
Not meeting WHO criteria for CML,
PV, MDS, or other myeloid
neoplasm
Demonstration of JAK2VEITF or
other clonal marker or no evi-
dence of reactive marrow fibrosis

Leukoerythroblastosis
Increased serum LDH level
Anemia
Palpable splenomegaly /

Abbreviations: BM, bone marrow; CML, chronic myelogenous leukemia; EEC, endogenous erythroid colony; Epo, erythropoietin; Hct, hematocrit; Hgb, hemoglobin;
LDH, lactate dehydrogenase; MDS, myelodysplastic syndromes; PMF, primary myelofibrosis; PV, polycythemia vera; WHO, World Health Organization.

a PV diagnosis requires meeting either both major criteria and one minor criterion or the first major criterion and second minor criteria. ET diagnosis requires
meeting all four major criteria. PMF diagnosis requires meeting all three major criteria and two minor criteria.
b or Hgb or Hct > 99th percentile of reference range for age, sex, or altitude of residence or red cell mass >25% above mean normal predicted or Hgb >17
g/dL (men)/>15 g/dL (women) if associated with a sustained increase of 2 g/dL from baseline that cannot be attributed to correction of iron deficiency.

¢ Small to large megakaryocytes with aberrant nuclear/cytoplasmic ratio and hyperchromatic and irregularly folded nuclei and dense clustering.

d or In the absence of reticulin fibrosis, the megakaryocyte changes must be accompanied by increased marrow cellularity, granulocytic proliferation and

often decreased erythropoiesis (i.e. pre-fibrotic PMF).

Tefferi A. Am. J. Hematol. 2015;90:163-173



MPN symptoms by subtype

ET (n=874) PV (n=729) MF (n=48E) Total (n=2089)
Incidence Incidence Mean Incidence Incidence

Symptom Mean (SD) (%) Mean (SD) (%) (SD) (%)* Mean (SD) (%)*
Worst fatigue (one-item
BFI)

3.9(2.9) 84 42 (29) B85 4.9 (2.8) 04 4.3 (2.9) a7
Early satiety 2.1(2.6) 26 2.4 (2.7) 60 3.2 (3.0) 74 2.4 (2.8) 61
Abdominal discomfort 1.6 {2.3) 48 1.6(2.3) 48 2.6 (2.8) 65 1.8 {2.5) 52
Inactivity 1.9 (2.5) 54 2.4(2.8) 60 3.3(3.0) 76 2.4 (2.7) 61
Concentration 2.2(2.T) 58 2.6(2.8) 62 2.8 (2.9) 68 2.5(2.8) 62
Might sweats 1.9 (2.7) 47 2.1(2.8) 5e 2.9(3.2) 63 2.2 (2.9) 53
Itching 1.7 (2.6) 46 2.7 (3.1) 62 2.1(2.9) 52 2.1 (2.9) 53
Bone pain 1.7 (2.6) 45 2.0(2.8) 48 2.2 (2.9) 53 1.9 (2.7) 48
Fever 0.4(1.2) 1 0.4(1.2) 19 0.6 (1.8) 24 0.5 (1.3) 19
Weight loss 0.9 (2.0) 28 1.2 (2.2) 33 2.2(3.1) 47 1.3 (2.4) 34
MPN - 10 18.3 (15.4) - 21.6 (16.7) - 26.6 (18.0) -=- 21.4 (16.8) -~

ET. essential thrombocythemia; MF, myelofibrosis; PV, polycythemia vera

Geyer HL, et al. Hematology 2014277




MPN complication rates, prognosis and risk scoring algorithms

ET PV PMF
Thrombotic events 10%-29%22 34%-39%23 7.2-13.29,69.66
Bleeding events 0.3%°57 2.968 -
Leukemic transformation 2% at 15 y59.70 5.5% at 15 y27 6%-18%""
Overall survival 14.7 y70 6.5-24 y72.73 6-10 y28.74.75
Risk algorithms IPSET26 Tefferi criteria?’ DIPSS PLUS?
Age =60 (2 pts) vs <60 =67 (b pts) 57-66 (2 pts) =65 (1 pt) vs <65
Leukocytes =11 (1 pt)vs <11 X 109L =15 (1 pt)vs <15 X 109/L =95 (1 pt) vs =25 X 109/L

Prior vascular events
Anemia

Constitutional symptoms
Peripheral blood blasts
Unfavorable karyotype

RBC transfusion requirement
Platelet count <100 000 x 10°%/L

High risk
Intermediate 2 risk
Intermediate 1 risk
Low risk

Yes (1 pt) vs no

3-4 points
N/A

1-2 points
0

Yes (1 pt) vsno

4 points
3 points
1-2 points
0 points

<10 (2 pts) vs =10g/dL
Present” (1 pt) vs absent
=1% (1 pt) vs <1%
Present (1 pt) vs absent
Present (1 pt) vs absent
Present (1 pt) vs absent
>4 points

3-4 points

1-2 points

0 points

* Constitutional symptoms were defined as weight loss over 6 months, night sweats, unexplained fever.?

Geyer HL, et al. Hematology 2014277



M LeukemiaNet"

European

FIRST LINE SECOND LINE

Recommendations for PV Therapy

Manage CV risk factors * Interferon-a,

. if HU resistant/intolerant
Low-dose aspirin to all

* Hydroxyurea,

Low risk: Phlebotomies only _ .
if IFN-a resistant/intolerant

High risk®: Hydroxyurea*/
Interferon-a + Phlebotomies * Pipobroman, busulfan, 2P

Elderly: Busulfan

& plus other ELN-based recommendations
* use with cautionin young patients (<40 yr)

Barbui T, et al. JCO 2011; 29:761-70.



Algorithm for the treatment of polycythemia vera

PV
Patient

Low risk High risk « HU-refractory/intolerant
- Age < 60 years + Age 2 60 years + Massive splenomegaly
« No history of * Prior thrombosis « Intractable symptoms
thrombosis

First line:

. Hydroxyurea JAK2 inhibitor
+ Interferon

» Low-dose aspirin
« Phlebotomy

Second line:

« JAK2 inhibitor
» Busulfan

» Pibobroman
. 32p

HU- hydroxyurea, PV - polycythemia vera

Griesshammer M, et al. Ann Hematol 2015; 94:901-910



Risk Stratification in Polycythemia Vera and Essential
Thrombocythemia and Risk-Adopted Therapy

7

Risk categories

Essential thrombocythemia

Polycythemia vera

Management during \
pregnancy

Low-risk without extreme
thrombocytosis
(age <60 years and no
thrombosis history)
Low-risk with extreme
thrombocytosis (platelets
>1,000 x 10%/L)

High-risk (age >60 years
and/or presence of
thrombosis history)

High-risk disease that is
refractory or intolerant to

\hydroxyurea

Low-dose aspirin or Observation
alone in the absence of both
JAK2V617F and CV risk factors

Low-dose aspirin provided ristoce-
tin cofactor activity >30% or
Observation alone in the absence
of both JAK2V617F and CV risk
factors
Low-dose aspirin + Hydroxyurea

Low-dose aspirin + Interferon-a
(age <65 years) or Busulfan (age
>65 years)

Abbreviations: CV. cardiovascular: PV. polvcvthemia vera.

Low-dose aspirin + Phlebotomy

Low-dose aspirin provided ristoce-
tin cofactor activity >30% +
Phlebotomy

Low-dose aspirin + Phlebotomy +
Hydroxyurea

Low-dose aspirin + Phlebotomy +
Interferon-a (age <65 years) or
Busulfan (age >65 years)

Low-dose aspirin + Phle-
botomy if PV

Low-dose aspirin provided
ristocetin cofactor activity
>30% + Phlebotomy if PV

Low-dose aspirin + Phle-
botomy if PV + Interferon-a

Low-dose aspirin + Phle-
botomy if PV + Interferon-a

YV

Tefferi A. Am. J. Hematol. 2015;90:163-173



Proposed Algorithm of Therapy of ET/PV in 2014

Diagn osis of PV or ET JAK2 Inhibitor (Experimental Indication)
* Ruxolitinib (Jakifi/ Jakivi)

by MPN 10 | * Other Clinical Trial JAK2 Inhibitor

Q1:TSS <8 *

Assess Symptom Quartile

Q2:TSS 8-17 Assess MPN Risk Score (Table 1) &
Q3:Tss 18-31 Assess MPN Symptoms (MPN 10)
il Control of Hematocrit (<45%) in PV (? In ET)
Low dose aspirin in appropriate patients

v

Decide on need for concurrent cytoreduction based on Risk and Symptoms

Monitor for symptom Front Line Cytoreduction
burden, vascular events, HU, or HU vs INF Clinical Trial
progression

Worsening symptom burden

Vascular event, progression
HU Resistance/ Intolerance

Worsening symptom burden

Vascular event, progression
Phlebotomy intolerance

Consider JAK2 Inhibitor (Trial) or

Geyer HL, et al. Hematology 2014:277-286 INF (Trial)/HU if not previously received




Contemporary treatment algorithm in essential
thrombocytopenia and polycythaemia vera

i No thrombosis history ] \ Arterial thrombosis history | ’ Venous thrombosis history ‘

| |

£ % oo o

Age <60 Age 260 J J
Hydroxyurea +
JAK2/CVR : i Hydroxyurea +
once-daily aspirin systemic anticoagulation
| | |
-+ & Hydroxyurea + _
29 & once-daily aspirin ~ Consider
twice-daily aspirin, Consider adding
in meAp'eig’(‘)ce of once-daily aspirin,
: ge 20U, in the presence of
Consider CVR o CVRor
twice-daily JAK2V61TF JAK2VB1TF
aspirin
v
Once-daily aspirin In addition, all patients with PV require phlebotomy
v to keep hematocrit below 45%
Observation

Aspirin is used in the absence of treatment contraindications including clinically significant acquired von Willebrand syndrome. We recommend performing ristocetin
cofactor activity in patients with over 1 million platelets per microliter and holding aspirin if the activity level is below 20%.

Tefferi A, Barbui T. Am J Hematol. 2015 Apr 14. doi: 10.1002/ajh.24037. [Epub ahead of print



Response criteria for PV

Criteria

Complete remission
A

B

Partial remission

Molecular response®

Mo response
Progressive disease

Durable™ resolution of disease-related signs including palpable
hepatosplenomegaly, large symptom improvement,® AND

Durable® peripheral blood count remission, defined as Hct
<45 2% without phlebotomy: platelet count <400 = 10°/L,
WBC count <10 = 10%L, AND

Without progressive disease and absence of any hemorrhagic
or thrombotic event, AND

Bone mamow histologic remission defined as the presence
of age-adjusted normocellularity and
disappearance of trilinear hyperplasia and absence of
reticulin fibrosis > grade 1

Achievement of A, B, and C without bone mamow
histologic remission defined as persistence of trilinear
hyperplasia

Complete response: eradicaton of a preexisting abnormality
Partial response®: a =50 % decrease in allele burden

Any response that does not satisfy partial remission
Transformation into post-PWV MF, MDS, or acute leukemia

Republished with permission of the American Society of Hematology, from Barosi G et al. [53]; permission
conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.
Her hematocrit, AMDS myelodysplastic syndrome., AMF myelofibrosis, PV polveythemia vera, WBC white blood

cell

* Lasting at least 12 weeks

® Large symptom improvement (=10-point decrease) in the Myeloproliferative Neoplasm-Symptom Assessment

Form Total Symptom Score

€ Molecular response is not required for assignment as complete response or partial response; it requires analysis

in peripheral blood granulocytes

9 Partial response applies only to patients with at least 20 2 mutant allele burden at baseline

Griesshammer M, et al. Ann Hematol 2015; 94:901-910



.15 | eukemiaNet®

Criteria for Resistance / Intolerance to
Hydroxyurea

RESISTANCE INTOLERANCE Hydroxyurea (HU)

* Need of phlebotomy
to maintain Hct <45%
* PLT >400x10°/L and
»  WBC >10x10%/L After 3 months of at least
2 g/day HU

* Spleen reduction by <50% or
* No complete relief of spleen-related symptoms

* ANC<10°/L or At the lowest dose required
* PLT <100x10°/L or to achieve complete or
« Hb <100g/L partial hematologic

response (ELN criteria)

* Leg ulcers or
* Other unacceptable At any dose of HU
HU-related toxicities™

*Mucocutaneous, gastrointestinal, pneumonitis, fever

Plt, platelets; WBC, white blood count; ANC, absolute neutrophil count Barosi G, et al. Br J Haematol. 2010;148(6):961-963.



Definition of resistance to/intolerance of HU in patients with PV

After 3 months of =2 g/day of HU, any OR At the lowest dose of HU required OR  Atany dose of HU
one of the following: to achieve a complete or partial
response, * any one of the following:

» Need for phlebotomy to keep Het <45 % « ANC <1.0x10°L * Presence of leg ulcers or other unacceptable

» Uncontrolled myeloproliferation (i.e., PLT « PLT count <100 10%/L HU-related nonhematologic toxicities
count >400x 10°/L and WBC (e.g., mucocutaneous manifestations,
count >10%10°/L) gastrointestinal symptoms, pneumonitis,

« Failure to reduce massive” splenomegaly « Hgb <100 g/L or fever)

by =50 % by palpation or resolve
splenomegaly-related symptoms

From [53]
ANC absolute neutrophil count, Het hematocrit, Hgb hemoglobin, HU hydroxyurea, PLT platelet, PV polycythemia vera, WBC white blood cell

*Complete response was defined as Het <45 % without phlebotomy, platelet count <400x10°/L, WBC count <10x10”/L, and no disease-related
symptoms. Partial response was defined as Het <45 % without phlebotomy or response in =3 other criteria

P Spleen extending >10 cm from the costal margin

Griesshammer M, et al. Ann Hematol 2015; 94:901-910



Resistance to Hydroxyurea Adversely Affects
Survival and Disease Progression in PV

Overall survival Transformation to PPV-MF and AL
A 1.0+ B 1.0
5.9 Non resistance 0.8 Resistance
2 0.6 0.6
2 £
g o B
: Nonresistance
0.2 0.2
R Resistance
o-o‘o 1 | P S PUSS QWS [ pmmmy G Geemy (R fmm—" e S wmm,y gmm— SPwSy JUTIY [E— P PPV YUYy g p— | o.o-‘( . 13 12 i 13 13 13 + . k] 1 1 13 L3 k] b 1] 1] 13 k3 k] . R
0 B 10 15 20 25 0 - 10 15 20 25
Years Years

e Resistance and intoleranceto HU occurred in 11% and 13% of 261 PV patients, resp.
e Resistanceto HU implieda 5.6 fold increase in the risk of death, and a 6.8 fold increase

in the risk of transformation

PPV-MF, post-PV myelofibrosis; AL, acute leukemia; HU, hydroxyurea Alvarez-Larran A, et al. Blood. 2012;119(6):1363-1369.



Resistance to hydroxyurea adversely affects
survival and disease progression in PV

Overall survival

1.0
i HR: 5.6 (IC95%: 2.7-11.9)
0.3
Z 06
E 0.4
- P =0.001
0.2
0.0

T I I I T T 1] T I I T 1] I I I T I I T I T I 1] T T T

0 10 15
Years

Resistance Non resistance |

25

Transformation to post-PV MF&AL
1.0
- HR: 6.8 (IC95%: 3.0-15.4)
0.8
S 06
E 0.4
. P <0.001
0.2
.D"D_ T T T T T T T T T T T T T T T T 1] T T 1] T 1] T T L] T
0 5 10 15 20 25
Years
| Resistance Mon resistance|

* Resistance and intolerance to HU occurredin 11% and 13% of 261 PV patients

* Intolerance to HU can be a reason to move patients to second-line therapy but does not entail

any prognostic significance

HU, hydroxyurea

Parc
de Salut

Alvarez-Larran et al, Blood 2012;119(6):1363-9 E

i




Foundation

European m LeukemiaMet

Recommendations for second-line therapy in PV
Current drug options

Interferon-a, if hydroxyurea resistant / intolerant

Hydroxyurea, if Interferon-« resistant / intolerant

Busulfan, for patients with short life expectancy

Pipobroman, 2P (not frequently used)

Barbui et af, J Clin Oncol 2011;29(6):.7/61-70

Ruxolitinib, in patients with inadequate response or Im
intolerant to hydroxyurea r

http/lwww accessdata_fda gov/drugsatfda_docs/label/2014/202192s008Ibl pdf
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Diagnostic criteria of prefibrotic and primary myelofibrosis in revised WHO classification

PrePMF

PMF

Major criteria 1. Megakaryocytic proliferation and atypia,
without reticulin fibrosis > grade 1, accom-
panied by increased age-adjusted BM cellu-
larity, granulocytic proliferation and often
decreased erythropoiesis

2. Not meeting the WHO criteria for BCR-
ABL1+ CML, PV, ET, myelodysplastic syn-
dromes, or other myeloid neoplasms

3. Presence of JAK2, CALR, or MPL mutation or
in the absence of these mutations, presence
of another clonal marker or absence of minor

reactive BM reticulin fibrosis

Minor criteria ~ Presence of at least 1 of the following, confirmed in

2 consecutive determinations:

a. Anemia not attributed to a comorbid condi-
tion

b. Leukocytosis > 11 x 10°/L

c. Palpable splenomegaly

d. LDH increased to above upper normal limit
of institutional reference range

Diagnosis

1. Presence of megakaryocytic proliferation and
atypia, accompanied by either reticulin and/or
collagen fibrosis grades 2 or 3

2. Not meeting WHO criteria for ET, PV, BCR-
ABL1+ CML, myelodysplastic syndromes, or
other myeloid neoplasms

3. Presence of JAK2, CALR, or MPL mutation or
in the absence of these mutations, presence of
another clonal marker or absence of reactive
myelofibrosis

Presence of at least 1 of the following, confirmed in
2 consecutive determinations:

a. Anemia not attributed to a comorbid condition

b. Leukocytosis > 11 x 109/L

c. Palpable splenomegaly

d. LDH increased to above upper normal limit of
institutional reference range

e. Leukoerythroblastosis

All three major criteria, and at least one minor crite-
rion

Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, et al. Blood 2016;127:2391- 240



European consensus on the grading of myelofibrosis (MF)

MF—0 Scattered linear reticulin with no intersection (cross-overs)
corresponding to normal bone marrow

MF—1 Loose network of reticulin with many intersections, especially in
perivascular areas

MF—2 Diffuse and dense increase in reticulin with extensive

intersections, occasionally with only focal bundles of collagen and/or
focal osteosclerosis

MF—3 Diffuse and dense increase in reticulin with extensive
intersections with coarse bundles of collagen, often associated with

significant osteosclerosis

Fibre density should be assessed in haematopoietic (cellular) areas.

Thiele J, et al. Haematologica 2005; 90:1128-1132



MPN symptoms by subtype

ET (n=874) PV (n=729) MF (n=486) Total (n=2089)
Incidence Incidence Mean Incidence Incidence

Symptom Mean (SD) (%)* Mean (SD) (%e)* (SD) (%)* Mean (SD) (%e)*
Worst fatigue (one-item
BFI)

3.9(2.9) 84 4.2 (2.9) 85 4.9 (2.8) 94 4.3(2.9) 87
Early satiety 2.1 (2.6) 56 2.4 (2.7) 60 3.2 (3.0) 74 2.4 (2.8) 61
Abdominal discomfort 1.6 (2.3) 48 1.6 (2.3) 48 2.6 (2.8) 1.8 (2.5) 52
Inactivity 1.9 (2.5) 54 2.4(2.8) 60 3.3 (3.0) 76 24 (2.7) 61
Concentration 2.2(2.7) 58 26(2.8) 62 2.8(2.9) 68 2.5(2.8) 62
Might sweats 1.9(2.7) 47 2.1(2.8) 52 2.9(3.2) 2.2(2.9) 53
Itching 1.7 (2.6) 46 2.7 (3.1) 62 2.1 (2.9) 52 2.1(2.9) 53
Bone pain 1.7 (2.6) 45 2.0(2.8) 48 2.2 (2.9) 53 1.9 (2.7) 48
Fever 0.4 (1.2) 17 0.4(1.2) 19 0.6 (1.6) 24 0.5 (1.3) 19
Weight loss 0.9 (2.0) 28 1.2 (2.2) 33 2.2 (3.1) 47 1.3 (2.4) 34
MPN -10 18.3 (15.4) - 21.6 (16.7) --- 26.6 (18.0) — 21.4 (16.8) ---

ET. essential thrombocythemia; MF, myelofibrosis: PV, polycythemia vera

Geyer HL, et al. Hematology 2014;277-28€




Karyotype of 476 patients with primary myelofibrosis stratified
according to JAK2, CALR and MPL mutational status

All JAK2 mutated CALR mutated MPL mutated Triple negative
Cytogenetics n (%) n = 283 (59-5%) n =113 (23-7%) n =33 (6:9%) N = 47 (9-9%) P
Normal karyotype 281 (59) 162 (57-2) 66 (58-4) 22 (66-7) 31 (66) 0-5
Abnormal karyotype 195 (41) 121 (42-8) 47 (41-6) 11 (33-3) 16 (34) 0-3
Sole abnormality 141 (72-3) 82 (67-8) 37 (78:7) 9 (81-8) 13 (81:2)
Two abnormalities 33 (16-9) 24 (19-8) 4 (8-5) 2 (18:2) 3(18:8)
Complex abnormalities 21 (10-8) 15 (12-4) 6 (12-8) 0 0
20q— 38 (19-5) 9 (24) 4 (8:5) 2 (18-2) 3 (18-8) 0-2
13g— 36 (18-5) 6 (13:2) 15 (31.9) 3 (27-3) 2 (12:5) 0-03
+8 15 (7-7) 13 (10-7) 1(2:1) 0 1(6-2) 0-2
+9 19 (9:7) 18 (14.9) 1(2-1) 0 0 0-02
—717q— 12 (6:1) 9 (7-4) 2 (4-3) 1(9:1) 0 0-6
5q— 6 (3-1) 4 (3-3) 1 (2:1) 0 1(62) 0-8
i(17q) 3 (1.5) 3 (2:5) 0 0 0 0-6
inv(3) 1(0-5) 1 (83) 0 0 0 0-4

Bold values indicate significant figures.

Wassie E, et al. Brit ) Haematol, 2015, 169, 71-76



successful cytogenetic analysis

Presenting clinical and laboratory features of 826 PMF patients with

MNormal All Sole Two Complex F Value
Variables Karyotype abnormalities abnormality abnormality Abnormality Sole vs
N=474 (37.4%) N=332 (42.6%) N=240 (68.2%) N=64 (18.2%) IN=48 (13.6%) Two vs
Complex
Age median(range) 65 (19-89) 65 (37-92) 66 (27-92) 67 (40-90) 61 (32-83) 0.07
Age>65 224 (47.2%) 173 {49.1%) 121 (50.4%) 36 (56.2%) 16 (33.3%) 0.04
Males (%) 298 (62.9%) 227 (64.5%) 157 (65.4%) 40 (62.5%) 30 (62.5%) 0.9
DIPPS plus
Low 67 (14.1%) 27 (7.7%) 21 (8.7%4) 6 (9.4%) 0 (0%) 0.03
Intermediate-1 70 (14.8%) 48 (13.9%) 37 (15.4%) 7 (10.9%) 5 (10.4%)
Intermediate-2 192 (40.5%) 122 (34.7%) 88 (36.7%) 23 (35.9%) 11 (22.9%)
High 145 (30.6%) 154 {43.7%) 94 (39.2%) 28 (43.8%) 32 (66.7%)
Transfusion 168 (35.4%) 135 (38.3%) 85 (35.4%) 26 (40.6%) 24 (50%:) 0.1
requirement
Hemoglobin median 10.2 (5.8-16.1) 10.0 (5.2-16.0) 10.0 (6.2-15.0) 10.0 (7.0-14.9) 9.9 (5.2-16.0) 0.6
(range)
WEBC median (range) 9.0 (1.0-236.0) 8.0(1.0-218.5) 7.9(1.0-218.3) 89.5(1.6-179.0) 89(1.4-128.1) 1.0
WBC>25x10*L (%) 77 (16.2%) 58 (16.5%) 38 (15.8%) 9 (14.1%) 11 (22.9%) 0.4
Platelet median (range) 234 (10-2466) 150 (6-2282) 177 (7-1921) 140 {10-2282) 97 (6-8B5) 0.001
Platelet <100x10%L 96 (20.2%) 118 (33.5%) 70 (29.2%) 23 (35.9%) 25 (52.1%) 0.008
(%e)
Peripheral Blast =1% 237 (50%) 155 (44.0%) 113 (47.1%) 27 (42.2%) 15 (31.2%) 0.1
(%a)
Constitutional 152 (32.1%) 120 (34.1%) 85 (35.4%) 17 (26.6%) 18 (39.6%) 04
Symproms

Wassie E, et al. Brit J Haematol, 2015, 169, 71-76




Summary of driver mutations and their implications in primary myelofibrosis

Mutational Phenotypic Prognostic
Mutation frequency implications implications
JAK2VE1 7F 50-60% Older age Compared with CALR+, MPL+, and
Higher hemoglobin level triple-negative cohorts:
Higher WBC count Intermediate overall survival [6]
Lower PLT count
Highly thrombophilic
CALR 20-25% overall Compared with JAK2V617F+: Compared with JAK2V617F+ and friple-

CALR type 1/like
Exon @, 52-bp

deletion

CALR type 2/like
Exon @, 5bp
insertion

MPL
Predominantly
MPLWS515L and
W5 15K

Triple-negative

Up to 74% cases of
JAKZ /MPL
unmutated [5%]

~70% of CALR

mutations

~15% of CALR

mutations

6-7%

10-15%

Less th rc:ml::c:philic [267]

Compared with JAKZVS617F+:
Younger age
Less frequent anemia
Less frequent leukocytosis

Higher PLT count [28,36]

Compared with CALR type 1+:
Higher WBC count

Higher circulating blast% [28,36]

Compared with JAK2V617F+:
Less thrombophilic

Older age

Lower hemoglobin level
Lower WBC count

Lower PLT count [26®,39]

Compared with JAK2Y617F +:
Less thrombophilic

negative cohorts (type 1/2 variants
confounded):

Lower DIPPS plus scores [5"]

Lower rates leukemic transformation [6,37]
Superior overall survival [5"]

Compared with JAK2V617F/CALR type 2/
MPL-mutated or triple-negative:
Superior overall survival [50]

Compared with CALR type 1+
Higher DIPPS plus scores

Inferior overall survival [6,36]

Compared with JAK2V617F+, CALR+ and
triple-negative cohorts:
Intermediate overall survival [6]

Compared with JAK2V&17F/CALR/
MPL+ cohorts:
Higher IPSS scores [26",39]
Higher rates leukemic transformation
and inferior overall survival [5",6,50]

Bp, base pair; CALR, calreticulin; DIPPS plus, dynamic international prognostic scoring system plus; IPSS, international prognostic scoring

system; JAK2, Janus kinase 2; MPL, myeloproliferative leukemia; PLT, platelet; WBC, white blood cell.

Szuber N, et al. Curr Opin Hematol 2018, 25:129-135



A 80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

C 45% -
40% 1
35% -
30% -
25% -
20% -
15% 1
10% 1

5%

0%

Previous/presentation

5-year CI

Previous/presentation

5-year C/I

DET mpre-PMF mOvert PMF

59%

10-year C/

10-year C/

Mortality in MPN

m PV

OET ®mpre-PMF mOvert PMF PV

70%

15-year CI

19%

15-year C/

B 80% -
70% -

80% -

50%

40%

30%

20% -

10% -

0%

D 45%
40%

35%

30% -

25%

20% -

15%

10%

5% A

0%

OET ®mpre-PMF mOvert PMF ®PV

2004 9“/0 21°/°

Previous/presentation 5-year C/ 10-year C/ 15-year CI
DET ®pre-PMF ®mOvert PMF ®PV 40%
Previous/presentation  5-year Cl 10-year CI 15-year Cl

Mortality a, major arterial and venous thrombotic complications b, myelofibrosis ¢, and Blast transformation d in ET, Pre-PMF, overt PMF
and PV cohorts. Prevalence of previous events and cumulative incidence (Cl) during follow-up calculated at 5, 10, and 15 years from

diagnosis. For PMF, two different data sets were considered: n = 707 for panel a, b and n = 383 for panel d and regarding PV for all panels

Barbui et al. Blood Cancer Journal (2018) 8:15



Skala prognostyczna dla chorych na pierwotne zwtdknienie szpiku

Czynnik ryzyka

Punktacja wg Rumi i wsp.

Kategoria ryzyka

Wiek > 65 lat

1

Objawy ogdlne

Stezenie hemoglobiny < 10 g/dl

Liczba leukocytéw > 25 G/I

Odsetek blastéw we krwi obwodowej > 1%

Obecnosc¢ mutacji CALR

Obecnos¢ mutacji JAK2 V167F

Obecnos¢ mutacji MPL

TN

— ] et | e | e | e | e | e | -

0 pkt. — bardzo niskie
1 pkt — niskie
2-3 pkt. — posrednie
4-5 pkt. — wysokie
> 5 pkt. — bardzo wysokie

TN (triple negative) — tzw. populacja potréjnie ujemna

Rumi E, et al. Blood 2014;124:1062-1069
Sobas M, Wrébel T. Hematologia 2017;4: 271-279



Propozycja postepowania terapeutycznego u chorych na PMF
zgodnie ze statusem mutacyjnym I ryzykiem wg DIPPS plus

Ryzyko wg DIPPS plus Ryzyko molekularne
CALR-/ASXL1+ CALR+/ASXL1+ CALR-/ASXL1- CALR+/ASXL1-
Wysokie allo-HSCT allo-HSCT allo-HSCT
lub
badania kliniczne
Posrednie-2 allo-HSCT allo-HSCT Badania kliniczne
lub lub
badania kliniczne badania kliniczne
Posrednie-1 allo-HSCT Obserwacja Obserwacja
lub lub
badania kliniczne badania kliniczne
Niskie allo-HSCT Obserwacja Obserwacja
lub
badania kliniczne

Tefferi A, et al. Leukemia 2014:28:1494-1500

Sobas M, Wrobel T. Hematologia 2017;4: 271-279



Nowe propozycje skal prognostycznych dla chorych z PMF

A

Czynnik ryzyka Punktacja

MIPSS GPSS Rozovski i wsp.

Wiek > 60 lat 1.5 2 > 65 rz.
Objawy ogdlne 0,5 - =
Stezenie hemoglobiny < 10 g/dl 0,5 -

Liczba ptytek krwi < 200 G/I 1 2 -

TN 15 2 -
Obecnos¢ mutacji JAK2 V617F 0,5 2 Tak
Obecnos¢ mutacji MPL 0,5 ASXLT — 1 pkt JAK2 < 50%***
Obecnos¢ mutacji HMR (ASXL1, SRSF2)* 0,5 SRSF2 — 1 pkt -
Cytogenetyka**:

* bardzo wysokie ryzyko 1 -

* wysokie ryzyko -
Obecnos¢ mutacji CALR (typ 2) 2 -

*Mutacje EZH2, IDH1/IDH?2 - nie osiggnieto statystycznie znaczacego p; ** bardzo wysokie ryzyko cytogenetyczne: monosomia, inv (3), i (1 7q), -7 /7 g-, zaburzenia 11 q

lub 12p, ryzyko wysokie: kariotyp ztozony.2 zaburzenia inne niz wysokiego ryzyka, 5qg-, +8, inne trisomie poza +9, inne zaburzenia cytogenetyczne niezaliczane do pozostatych grup
ryzyka cytogenetycznego, ryzyko posrednie: izolowane 20q-, 1g+ lub inne zaburzenia cytogenetyczne, -Y lub inne zaburzenia cytogenetyczne w chromosomie Y lub X,

ryzyko niskie: kariotyp normalny, izolowane 13qg- lub +9; ***obcigzenie nieprawidtowym allelem JAK2 V611F (allelic burden), TN- triple negative, HMR- high molecular risk

MIPPS (Mutation-Enhanced International Prognostic Scoring System), GPSS (Geneflc-Based Prognostic Scoring System)

Sobas M, Wrobel T. Hematologia 2017;4: 271-279



Nowe skale prognostyczne a przezycie chorych na PMF

Liczba punktéow

Kategoria ryzyka

Mediana przezycia (lata)

MIPSS

0-0,5 Niskie 26,4

1-1,5 Posrednie-1 9,7 (HR4,7; 95% Cl, 2,3-9,6)
2-3,5 Posrednie-2 6,4 (HR 9,9; 95% Cl, 5,5-17,7)
>4 Wysokie 1,9 (HR 36,5; 95% Cl, 19,4-68,9)
GPSS

0 Niskie Nieosiggnieta

1-2 Posrednie-1 > 17,9 (HR 4,7; 95% Cl, 1,7-13,0)
3-4 Posrednie-2 5 (HR 10,7; 95% Cl, 3,9-29,3)
5-6 Wysokie 2,2 (HR 29,2; 95% Cl, 10,6-80,0)
Rozovski i wsp.

0 Niskie 10,5

1 Posrednie 6

2 Wysokie 2,9

HR (hazard ratio) wspotczynnik ryzyka; CI (confidence interval) przedziat ufnosci



Obowiazujgce skale prognostyczne dla chorych na PMF

Czynnik ryzyka Punktacja
IPSS DIPSS DIPSS plus
1 1

Wiek > 65 lat
Objawy ogdlne

Hemoglobina < 10 g/dl
Leukocyty > 25 G/I

Odsetek blastow we krwi obwodowej = 1%

-t e | e | - | -

1
2
1
1

Zaleznos< od przetoczen kkcz* - =

Niekorzystny kariotyp** s £
Liczba ptytek krwi < 100 G/I - -

— ] et | e | ed | e | e | -

*Niekorzystny kariotyp: kariotyp ztozony, trisomia 8, monosomia 7/7q-, i(17q), inv(3), monosomia 5/5q-, 12p-, rearanzacja 11923;
kkcz - koncentrat krwinek czerwonych

Sobas M, Wrébel T. Hematologia 2017;4: 271-279



Indeks prognostyczny a przezycie chorych na PMF

Liczba punktéw Kategoria ryzyka Mediana przezycia (lata)
IPSS

0 Niskie 11.3

1 Posrednie-1 7.9

2 Posrednie-2 4

>3 Wysokie 2,3
DIPSS

0 Niskie Nieosiggnieta
1-2 Posrednie-1 14,2

3-4 Posrednie-2 4

5-6 Wysokie 1,5
DIPSS plus

0 Niskie 15,4

1 Posrednie-1 6,5

2-3 Posrednie-2 2.9

>4 Wysokie 1.3

IPSS - International Prognostic scoring system: DIPPs - Dynamic International Prognostic scoring system

Sobas M, Wrébel T. Hematologia 2017;4: 271-279




Five parameters are scored in the DIPSS
DIPSS/DIPSS-plus Scoring

—

DIPSS Factors | Points DIPSS Risk Points |Value for
Category DIPSS
Age >65 ys 1 plus risk
Symptoms 1 Low 0 0
WBC >25,000 1 Intermediate 1 1 1
Hgb <10 2 Intermediate 2 2-3 2
Blood Myeloblasts| 1 High >4
>1%
DIPSS plus Points g!PES plus Points Medi_anI
Eaciors is survival (ms)
Adv. Karyotype | 1 Lo 0 185
Platelets <100k 1 Intermediate 1 1 78
RBC Transf. 1 Intermediate 2 2-3 39
High 4-6 16

Three additional factors are added in the DIPSS plus [6]. The final score in the DIPSS plus is composed of the value assigned to the DIPSS risk categories
(0, 1, 2, or 3) plus the points added from the 3 DIPSS plus factors. Adverse karyotypes include +8,-5/del5q,-7/del7q,i(17q), inv(3),11q23 rearrangements

Salit RB, et al. Biol Blood Marrow Transplant 2017;



Clinical and molecular risk stratification and risk-adapted therapy inPMF; zmodyfikowano]

 [High
%
@ |Intermediate-2 IDT
o
D lintermediate-1 OBSERVATION/IDT OBSERVATION
al
a
Low OBSERVATION OBSERVATION

SCT (stem cell transplant), IDT (investigational drug therapy)

Tefferi A, Am J Hematol. 2016 Dec;91(12):1262-1271. doi: 10.1002/ajh.24592



Przezycie u chorych na PMF (Mayo-Careggi MPN alliance study, n=1095)
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Tefferi A, et al. Am J Hematol. 2018 Mar;93(3):348-355



Przezycie u chorych na PMF (Mayo-Careggi MPN alliance study, n=1,095)
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Tefferi A, et al. Am J Hematol. 2018 Mar;93(3):348-355
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SIMPLIFY-1: A Phase Il Randomized Trial of Momelotinib Versus
Ruxolitinib in Janus Kinase Inhibitor—Naive Patients With Myelofibrosis

Change in spleen volume and spleen response rate (percentage of patients with a > 35% reduction in spleen volume) at week 24

MMB (n = 184) RUX (n = 204)

-
(&)
o

100 A

(&)
o
1

MMB, momelotinib; RUX, ruxolitinib; SRR,

spleen response rate

o

Change in Spleen Volume From Baseline (%)

-100 Individual Patients

SRR
26.5% (57 of 215) 29.0% (63 of 217)
Proportion difference of 0.09 (95% Cl, 0.02 to 0.16) P=.011

Ruben A. Mesa et al. JCO 2017, 35, 3844-3850



Change in Total Symptom Score (TSS) from baseline and TSS response rate (percentage of patients
with = 50% reduction in TSS) at week 24.

(B) Absolute and percent changes in individual symptoms of the Myeloproliferative Neoplasm Symptom
Assessment Form from baseline to week 24

A

MMB (n = 174) RUX (n = 190)
150

100 A

o
o
1

o

Change in TSS
From Baseline (%)

-50

50% Decrease

-100
Individual Patients

TSS response rate

28.4% (60 of 211) 42.2% (89 of 211)
Noninferiority proportion difference of 0.09 (95% ClI, -0.08 to 0.08) P = .98

Abdominal  Pain under Early Night Bone or
discomfort left ribs satiety sweats Itching muscle pain  Tiredness
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No. at risk: 177 193 177 193 177 193 177 193 177 193 177 193 177 193
Absolute decrease 0.39 0.71 0.29 0.50 0.75 0.75  0.54 0.94 0 01 029 0 0.5 0.83
Percent decrease 42.3 37.1 56.3 63.2 50.0 58.1 65.9 76.8 58.3 87.5 36.4 33.2 19.5 275

SIMPLIFY-1: A Phase Il Randomized Trial of Momelotinib Versus
Ruxolitinib in Janus Kinase Inhibitor—Naive Patients With

Myelofibrosis

MMB, momelotinib; RUX, ruxolitinib.

Ruben A. Mesa et al. JCO 2017, 35, 3844-3850



SIMPLIFY-1: A Phase 11l Randomized Trial of Momelotinib Versus Ruxolitinib in Janus
Kinase Inhibitor—Naive Patients With Myelofibrosis

Comparison of momelotinib (MMB) and ruxolitinib (RUX) effects on transfusion requirements at week 24

(A) RBC transfusion independence rate (no RBC transfusion and no hemoglobin [Hb] < 8 g/dL in the prior 12 weeks; nominal P<.001)
(B) RBC transfusion dependence rate (= 4 units of RBC transfusion or Hb < 8 g/dL in the prior 8 weeks; nominal P =.019). (C) Rate
of RBC transfusions through week 24 (nominal P < .001).
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Ruben A. Mesa et al. JCO 2017, 35, 3844-3850



E‘ Spleen volume reduction

Change From Baseling, %

Total symptem scora reduction

Change From Baseline, %

-100

804

604

404

204

4

-204

-404

-604

Pacritinib vs BAT, Including Ruxolitinib, in Patients With Myelofibrosis: A Randomized Clinical Trial
clinicaltrials.gov Identifier: NCT02055781

Spleen Volume Reduction and Reduction in Total Symptom Score in Evaluable Patients

Mean: -19.8
Median: -19.0

Mean: -21.0
Median: -23.0

[ Pacritinib 400 mg
once daily
{n=51}

[ Pacritinib 200 mg

twice daily
(n=57)

[ Rusalitinib {n=22)

[[] cther BAT (n=28)

Maan: -4.6
Median: -4.5

-84

175

1504

1254

1004

754

504

254

04

-254

-5+

-75

Mean: -18.2
Median: -27.0

Mean: -33.6
Median: -41.0

Patient Groups

[ Pacritinib 400 mg
once daily
{n=51}

[ Pacritinib 200 mg
twice daily
{n=55)

[ Rusalitinib {n=22)
[[] other BAT (n=29)

Maan: -3.9
Madian: -15.0

Patient Groups

Patients were centrally randomized 1:1:1 via interactive web or voice response
system to pacritinib 400mg once daily, pacritinib 200mg twice daily, or BAT; BAT
included any physician selected treatment for myelofibrosis, symptom-directed
treatment, or watch-and-wait. Randomization was stratified by geographic
region, risk category, and rebound platelet count.

Note, “rebound” refers to recovery of platelet count between informed consent
and randomization, indicating likelihood of drug-induced thrombocytopenia
rather than thrombocytopenia associated with myelofibrosis

Conclusion: in patients with PMF and thrombocytopenia, including
those with prior anti-JAK therapy, pacritinib twice daily was more
effective than BAT, including ruxolitinib, for reducing splenomegaly
and symptoms

John Mascarenhas. et al. JAMA Oncol. 2018 Mar 8. doi: 10.1001/iamaoncol.2017.5818



Baseline factors associated with response to ruxolitinib: an independent
study on 408 patients with myelofibrosis

Gender male
Intermediate-2/high IPSS
Spleen =10 cm below LCM
Transfusion-dependency
Hemoglobin <10 g/dI
Platelets <200 x 10%
Platelets <100 x 10%/I
Grade 3 marrow fibrosis
Time MF-RUX >2 yrs
RUX start 5 mg BID

RUX start <20 mg BID
JAK2VETF_positive

TSS >20

Age >65 years

WBC >25 x 10%I

B

Intermediate-2/high IPSS
Spleen >10 cm below LCM
Transfusion-dependency
Platelets <200 x 107/l

Time MF-RUX >2 yrs

OR (95% CI)

- »—-o—+ 1.14 (0.72-1.82)
e —e—— : 0.37 (0.21-0.66)
. [ — 0.45 (0.28-0.73)
. i 0.38 (0.22-0.68)
. i 0.50 (0.31-0.81)
i — e 0.46 (0.28-0.76)

b . : 0.82 (0.34-1.94)
: 0.43 (0.25-0.76)
: 0.55 (0.34-0.87)
- ' T = 0.48 (0.21-1.09)

g —— 0.46 (0.29-0.74)
4 »—-—o—+ 1.78 (0.90-3.54)
4 '—._._q 0.77 (0.46-1.30)
J i 1.06 (0.66-1.69)
] b——e——1 1.90 (0.94-3.85)
0.1 0.2 0.5 1 5 10
No Spleen OR (95% CI) Spleen
Response Response
OR (95% CI)
- — e 0.49 (0.27-0.91)
] — e 0.54 (0.32-0.90)
. —— 0.49 (0.26-0.90)
; i 0.56 (0.33-0.94)
] P 0.61 (0.37-0.99)
0.1 0.2 0.5 1 5 10
No Spleen OR (95% CI) Spleen
Response Response

P
0.57
0.001
0.001
0.001
0.005
0.002
0.65
0.004
0.011
0.10
0.001
0.10
0.32
0.82
0.11

P

0.024

0.017

0.022

0.028

0.048

A

Gender male
Intermediate-2/high IPSS
Spleen =10 cm below LCM
Transfusion-dependency
Hemoglobin <10 g/dI
Platelets <200 x 10%/
Platelets <100 x 10%
Grade 3 marrow fibrosis
Time MF-RUX >2 yrs
RUX start 5 mg BID

RUX start <20 mg BID
JAK2Y®TF_positive

TSS >20

Age >65 years

WBC >25 x 10%/

Time MF-RUX >2 yrs

TSS >20

IPSS: International Prognostic Score System
TSS: Total Symptom Score

OR (95% Cl) p
- |—0~—< 0.94 (0.51-1.72) 0.84
. ! ° | 1.45(0.69-3.02) 0.33
- P—Q—i 0.96 (0.51-1.78) 0.88
. ———— 0.89 (0.45-1.77) 0.74
g —————if 0.80 (0.43-1.46) 0.46
g i 1.05 (0.56-1.97) 0.89
J ' TS 1213 (0.49-9.32) 0.31
. b e i 1.13 (0.55-2.35) 0.74
- —e— 0.50 (0.27-0.92) 0.025
. e 0.74 (0.29-1.90) 0.53
. ———— 1.19 (0.64-2.20) 0.58
. ’ i 1.02 (0.46-2.26) 0.96
4 —e— : 0.24 (0.13-0.45)  <0.001
4 ———— 1.04 (0.56-1.91) 0.91
- b . . 2.05 (0.60-6.94) 0.25
0.1 0.2 0.5 1 5 10
No Symptoms OR (95% Cl) Symptoms
Response Response
OR (95% CI) P
g l—o—s 0.54 (0.29-1.02) 0.056
- | : 0.25 (0.13-0.47) <0.001
0.1 0.2 0.5 1 5 10
No Symptoms OR (95% CI) Symptoms
Response Response

Palandri F. et al. Oncotarget, 2017, Vol. 8, (No. 45), pp: 79073-79086



Current Recommendations to Consider Transplantation

Based on baseline characteristics
= DIPSS/DIPSS plus:
* [Intermediate-2 and high risk
« [ntermediate-1/low risk—dependent on mutations, patient
age, response to JAK2 inhibitor therapy (see below)
= Transfusion dependence
* Leukemic transformation, if responsive to induction therapy
= Partients withourt excessive comorbidity (HCT-specific comorbidity
index < 4)
= Up to eighth decade of life
Based on disease course
= Disease progression
* [ncreasing DIPSS/DIPSS plus scores
= Loss of response to JAKZ inhibitor therapy
* (Clonal evolution on JAK2 therapy
Based on mutartional characteristics®
Triple negative
ASXL1 (In PMF)
SRSF2
IDH1/2
TP53
= SF3B1 +IDH

* As discussed in the text, data on additional mutations are evolving, and
decisions will need to be reassessed on an ongoing basis.

Salit RB, et al. Biol Blood Marrow Transplant 2017;



The molecular status and transplantation outcome

* Early reports evaluating the impact of mutational status on ASCT outcomes
suggested a favorable survival effect of JAK2V617F mutations as compared
with JAK2 wild-type disease

* Moreover, achievement of JAK2V617F negativity after ASCT may be
associated with a lower incidence of relapse [1]

* Later studies demonstrated respectively favorable and detrimental effects of
a CALR-positive versus triple-negative status [2], with presence of CALR
mutation representing an independent factor for lower non-relapse mortality
and improved progression-free and overall survival (OS)

« Significantly, in this context, type 1 and type 2 CALR mutations resulted in
similar posttransplant outcomes [3]

1. Alchalby H, et al. Blood 2010; 116:3572—-3581
2. Panagiota V, et al. Leukemia 2014; 28:1552-1555
3. Kroger N, et al. Biol Blood Marrow Transplant 2017; 23:1095-1101



Philadelphia chromosome-negative classical myeloproliferative neoplasms: revised
management recommendations from European LeukemiaNet 2018
Primary Myelofibrosis

 Key differences from the 2011 diagnostic recommendations included

the search for complementary clonal markers, such as ASXL1, EZH?2,
IDH1/IDH2, and SRSF2 for the diagnosis of myelofibrosis (MF) in

patients who test negative for JAK2V617, CALR or MPL driver
mutations

Barbui T, et al. Leukemia 2018; 32,1057-1069



Philadelphia chromosome-negative classical myeloproliferative neoplasms: revised
management recommendations from European LeukemiaNet 2018
Primary Myelofibrosis

e Ruxolitinib is recommended as first-line approach for MF-associated
splenomegaly in patients with intermediate-2 or high-risk disease; in case
of intermediate-1 disease, ruxolitinib is recommended in highly
symptomatic splenomegaly

* Allogeneic stem cell transplantation is recommended for transplant-eligible
MF patients with high or intermediate-2 risk score

* Allogeneic stem cell transplantation is also recommended for transplant-
eligible MF patients with intermediate-1 risk score who present with either
refractory, transfusion-dependent anemia, blasts in peripheral blood > 2%,
adverse cytogenetics, or high-risk mutations. In these situations, the
transplant procedure should be performed in a controlled setting.

Barbui T, et al. Leukemia 2018; 32,1057-1069



Treatment algorithm for primary myelofibrosis
DIPSS plus, Dynamic International Prognostic Scoring System plus additional prognostic factors

Variable IPSS [2] DIPSS [29] DIPSS plus [30]
Age > 65 years \/ \/ \/
Constitutional symptoms® v v Vv

Hb <10 g/dL v V V

WBC > 25,000/pL v v v
Peripheral blood blasts = 1% Vv Vv Vv
Platelets < 10 x 10%/pL v

Red cell transfusion need® v
Unfavorable karyotype* Vi

Point per variable 1 point each 1 point each but Hb =2 1 point each

IPSS, International Prognostic Scoring System;
DIPSS, Dynamic IPSS; DIPSS plus,
Dynamic IPSS plus additional prognostic factors

a Weight loss 10% of the baseline value in the year preceding primary myelofibrosis diagnosis and/or unexplained fever or excessive sweats persisting for
more than 1 month.

b Red blood cell (RBC) transfusion at the time of referral and those with history of RBC transfusions, for myelofibrosis-associated anemia.

¢ Complex karyotype or single or tow abnormalities including +8, -7/7q-, i(17q), -5/59-, 12p-, inv(3), or 11923 rearrangements.

Takenaka K, et al. Korean J Intern Med. 2018 Apr 20. doi: 10.3904/kjim.2018.033. [Epub ahead of print]



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29665657

Treatment algorithm for primary myelofibrosis
DIPSS plus, Dynamic International Prognostic Scoring System plus additional prognostic factors

DIPSS-plus risk group

\

Low-risk Intermediate-1 risk Intermediate-2 & High-risk
No symptoms Symptoms (+) > 70 years 45-70 years < 45 years
Splenomegaly
Constitutional symptoms
Ineligible for
alloscT JAK2 |nh|b|tors ? jAKZ inhibitors ?
Observation ~ Conventional treatment
Epo
Androgens JAK2 inhibitors
Hydroxyurea Reduced-intensity Conventional
Prednisolone AlloSCT AlloSCT
Radiation Clinical trials

Takenaka K, et al. Korean J Intern Med. 2018 Apr 20. doi: 10.3904/kjim.2018.033. [Epub ahead of print]
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The International Working Group forMyelofibrosis Research and Treatment (IWGMRT) criteria for
post-essential thrombocythemia and post-polycythemia vera myelofibrosis

Criteria for post-essential thrombocythemia myelofibrosis (PET MF)

Diagnosis of post-ET MF entails meeting both required criteria and at least two additional criteria

Required criteria
1. Documentation of a previous diagnosis of essential thrombocythemia as defined by the WHO criteria
2. Bone marrow fibrosis grades 2—3 (on 0-3 scale)* or grades 3—4 (on 0—4 scale)**

Additional criteria

1. Anemia and a > 2 g/dL decrease from baseline hemoglobin level

2. A leukoerythroblastic peripheral blood picture

3. Increasing splenomegaly defined as either an increase in palpable splenomegaly of > 5 cm (distance of the
tip of the spleen from the left costal margin) or the appearance of a newly palpable splenomegaly

4. Increased LDH (above reference level)

5. Development of > 1 of three constitutional symptoms: > 10% weight loss in 6 months, night sweats,
unexplained fever (> 37.5 °C)

*Grades 2-3 according to the European classification: diffuse, often coarse fiber network with no evidence of collagenization (negative trichrome stain); or diffuse, coarse fiber network with areas of
collagenization (positive trichrome stain)

**Grades 3—4 according to the standard classification: diffuse and dense increase in reticulin with extensive intersections, occasionally with only focal bundles of collagen and/or focal osteosclerosis; or
diffuse and dense increase in reticulin with extensive intersections with coarse bundles of collagen, often associated with significant osteosclerosis

Curr Hematol Malig Rep. 2018 Apr 30. doi: 10.1007/5s11899-018-0453-y. [Epub ahead of print]



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29713873

The International Working Group forMyelofibrosis Research and Treatment (IWGMRT) criteria
for post-essential thrombocythemia and post-polycythemia vera myelofibrosis

Criteria for post-polycythemia vera myelofibrosis (PPV MF)

Diagnosis of post-PV MF entails meeting both required criteria and at least two additional criteria

Required criteria
1. Documentation of a previous diagnosis of polycythemia vera as defined by the WHO criteria
2. Bone marrow fibrosis grades 2—3 (on 0-3 scale)* or grades 3—4 (on 0—4 scale)**

Additional criteria

1. Anemia or sustained loss of requirement of either phlebotomy (in the absence of cytoreductive therapy) or
cytoreductive treatment for erythrocytosis

2. A leukoerythroblastic peripheral blood picture

3. Increasing splenomegaly defined as either an increase in palpable splenomegaly of > 5 cm (distance of the
tip of the spleen from the left costal margin) or the appearance of a newly palpable splenomegaly

4. Development of 2 1 of three constitutional symptoms: > 10% weight loss in 6 months, night sweats,
unexplained fever (> 37.5 °C)

*Grades 2—-3 according to the European classification: diffuse, often coarse fiber network with no evidence of collagenization (negative trichrome stain); or diffuse, coarse fiber network with areas of
collagenization (positive trichrome stain)

**Grades 3—4 according to the standard classification: diffuse and dense increase in reticulin with extensive intersections, occasionally with only focal bundles of collagen and/or focal osteosclerosis; or
diffuse and dense increase in reticulin with extensive intersections with coarse bundles of collagen, often associated with significant osteosclerosis

Curr Hematol Malig Rep. 2018 Apr 30. doi: 10.1007/5s11899-018-0453-y. [Epub ahead of print]
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A clinical-molecular prognostic model to predict survival in patients with post
polycythemia vera and post essential thrombocythemia myelofibrosis

MYSEC Prognostic Model Risk Calculator (MYSEC-PM)

Age at diagnosis:
a0 20

y

[] Haemoglobin < 11 g/dL [+2 pf]

[] Platelets < 150 x 10%/L [+1 pt]

[] Blasts = 3% [+2 pi]

[] CALR -unmutated genotype [+2 pf]

[ Constitutional symptoms [+1 pf]

Calculation

Risk points for age: 9.6
Risk points for non-age factors: 0
Total risk: 9.6

Results

Risk group: Low
Median survival: NA years
(95% CI: NA-NA years)

Reference

Passamonti F, Giorgino T, et al_, A clinical-molecular prognostic model to predict survival in
patients with post polycythemia vera and post essential thrombocythemia myelofibrosis.
Leukemia 31, 2726-2731 (2017). doi-10.1038/eu.2017.169

IMPORTANT: This tool is for educational use only. ltis not meant to replace professional advice. It should
not be used for medical diagnosis andior medical treatment. This site sends Google Analytics tracking
cookies.
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Sum of differences between primary and post-PV and post-ET myelofibrosis

Primary myelofibrosis Secondary myelofibrosis
Diagnostic criteria WHO 2016 IWG-MRT (2008)
Phenotype Higher transfusion dependence
Cytogenetics Higher % of complex karyotype
High molecular risk mutations ASXL1, EZH2, IDH1/2, SRSF2 SRSF2
Treatment guidelines ELN 2018 ELN 2018
JAK2 inhibitors Possible higher efficacy
Prognostic scores [PSS/DIPSS/DIPSS-plus/MIPSS70 MYSEC-PM
Median survival 69 months (IPSS study) 112 months (MYSEC study)
Most frequent cause of death Blast phase progression Non-clonal progression

Curr Hematol Malig Rep. 2018 Apr 30. doi: 10.1007/5s11899-018-0453-y. [Epub ahead of print]



Treatment of PMF and SMF

* With regard to available JAK-inhibitor trial data, evidence of a differential
response according to MF subtype derives from a multivariate analysis of
COMFORT-2 suggesting a higher response to ruxolitinib in PET MF with
respect to PMF

* A pooled analysis of overall survival in COMFORT-1 and COMFORT-2
showed that SMF was associated with a better prognosis than PMF
independently of treatment

Vannucchi AM, et al. Haematologica. 2015;100(9):1139-45
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Przewlekta biataczka szpikowa
OBRAZ KLINICZNY

Z Katedry i Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpiku
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu



PBSz

roczna zapadalnosc¢ na CML wynosi od 0,6-2,0/100 000 os6b z
populacji ogolnej

dane dostepne z roznych rejestrow potwierdzajg wystepowanie
roznic w zachorowalnosci w zaleznosci od grupy etnicznej i rejonu
geograficznego

stanowi 15-25% wszystkich biataczek u os6b dorostych oraz mniej
niz 5% biataczek u dzieci

chorobe czesciej rozpoznaje sie u mezczyzn niz u kobiet (1,3:1)
sredni wiek w chwili rozpoznania choroby to okoto 60 lat (mniegj
niz 10% zachorowan <20 roku zycia)



PBSz

etiologia choroby jest nieznana

pierwsze doniesienie dotyczgce prawdopodobnej patogenezy PBSz ukazato sie w 1960
roku. Opisano wowczas obecnos¢ nieprawidtowego chromosomu (Ph, Philadelphia
chromosome) w kariotypie chorych na CML

Kilkanascie lat pdzniej wykazano, ze zmiana ta jest rezultatem zrownowazonej translokacji
pomiedzy chromosomami 9. i 22. pary

prawdopodobne wyjasnienie mechanizmu prowadzgcego do wymienionej zmiany
przedstawiono w 1999 roku

okazato sie, ze w trakcie cyklu komérkowego moze preferencyjnie dochodzi¢ do
jukstapozycji genow partnerskich ABL i BCR

jest to wynikiem bliskosci topograficznej chromosomow 9. i 22. pary w krytycznym okresie
cyklu komoérkowego



PBSz

W chwili rozpoznania u okoto 30% pacjentow przebieg choroby jest
bezobjawowy

W znacznym odsetku przypadkow schorzenie jest wykrywane przypadkowo
podczas przeprowadzania okresowych badan kontrolnych

U pozostatych chorych do najczesciej zgtaszanych dolegliwosci naleza:
uczucie zmeczenia, zmniejszona tolerancja wysitku fizycznego, utrata
apetytu, dyskomfort w obrebie jamy brzusznej, uczucie petnosci w
nadbrzuszu spowodowane powiekszeniem sledziony, zmniejszenie masy
ciata i nadmierne pocenie sie

Wiekszos¢ z wymienionych objawow ma charakter niespecyficzny.



PBSz

W przypadkach nieleczonych w miare trwania schorzenia objawy choroby sie nasilajg

U wiekszosci pacjentdw w badaniu przedmiotowym stwierdza sie blados¢ powtok, a u 90% z
nich — powiekszenie sledziony

Charakterystycznym objawem jest tkliwos¢ dolnej czesci mostka. Chorzy rzadko skarzg sie na
dolegliwosci sugerujgce nadczynnosc¢ tarczycy (nocne poty, nietolerancja ciepta), zapalenie stawéw
zwigzane z podwyzszonym stezeniem kwasu moczowego we krwi

U osbéb ze znaczng leukocytozg mogg wystapi¢ objawy leukostazy, w tym priapizm

Czes¢ pacjentow zgtasza réwniez wystepowanie bélu w lewej okolicy podzebrowej
promieniujgcego do lewego barku (jako wyraz nie- dokrwienia/zawatu Sledziony), objawy moczowki
(ustepujgce po podaniu wazopresyny) oraz pokrzywki (zwigzane z podwyzszeniem stezenia
histaminy we krwi)

Do bardzo rzadko wystepujgcych objawdw choroby nalezg: neutrofilowe zapalenie skory (zespot
Sweet), obecnosc¢ skornych naciekdw neutrofilowych okotonaczyniowych, a takze bardzo
charakterystyczna dla CML gorgczka powigzana z pojawieniem sie plamisto-grudkowych fioletowych
zmian na skorze tutowia, ramion i twarzy



Przewlekta biataczka szpikowa w fazie przewlektej. Typowe obrazy
mikroskopowe krwi obwodowej oraz szpiku
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A. Rozmaz krwi obwodowej. Powigkszenie 500x. Zwraca uwage zwiekszona liczba ptytek krwi, obecnos¢ niedojrzatych form krwinek
biatych, segmentow oraz eozynofilii. Widoczna jest takze niewielka anizo- i poikilocytoza krwinek czerwonych.

B. Rozmaz szpiku. Powiekszenie 500x. Zwraca uwage wyrazne zwiekszenie ilosci komorek linii granulocytarnej (mielocytow,
metamielocytow, patek i segmentéw) oraz wzgledne zmniejszenie odsetka komorek linii erytroblastyczne;.



Kryteria rozpoznania fazy akceleracji i fazy kryzy blastycznej u chorych na przewlekia bialaczke

szpikowa
Faza akceleracji
Sokal i wsp. International Bone Marrow Transplant | M.D. Anderson Cancer | World Health Organization
Registry Center
Blasty we krwi obwodowej lub szpiku > 5% Brak mozliwosci kontroli liczby leukocytow w Liczba blastow we krwi > Liczba blastow we krwi 10-19%
Odsetek bazofili > 20% Liczba ptytek > 1000 trakcie leczenia za pomocg HU lub 15% Liczba blastow i leuko- cytow i/lub obecne
x 109/I, pomimo adekwatnego leczenia busulfanu promielocytow we jadrzaste komorki szpiku
Cechy ewolucji klonalnej Liczne neutrofile Szybki czas podwojenia liczby leukocytow (< 5 krwi > 30% Liczba Liczba bazofili we krwi obwodowej
Pelger-Hu- et-podobne, jadrzaste formy dni) Liczba blastow we krwi obwodowej bazofili we krwi > > 20% Przetrwata matoptyt-
erytrocytow, fragmenty jader lub szpiku > 10% Liczba blastow i 20% Matoptytkowos¢ kowos¢ (< 100 x
megakariocytow promielocytow we krwi lub szpiku niezwigzana x 109/I) niezwia- zana z leczeniem
Obecnos¢ widknienia kola- genowego w >20% z leczeniem < 100 x 109/I lub nadptytkowos¢ (> 1000 x
szpiku Niedokrwisto$¢ Iub Liczba bazofili i eozynofili we krwi > 20% Ewolucja klonalna choroby 109/1)
maloplytkowo$¢ niezwigzana Anemia lub matoptytkowo$¢ nieodpowiadajaca nieodpowiadajaca na leczenie
z leczeniem na leczenie HM lub busulfanem Zwigkszenie wielko- $ci
Progresywna splenomegalia Czas Przetrwata nadptytkowos$¢ Ewolucja sledziony
podwojenia liczby leukocytéw <5 dni klonalna choroby Progresywna 1 liczby leukocytow
Goraczka nieokreslonego pochodzenia splenomegalia Wystapienie zwldknienia Cytogenetyczne cechy
szpiku ewolucji klonalnej choroby
Faza blastyczna
Liczba blastow > 20% leukocytéw krwi > 20% blastow we krwi i/lub szpiku
obwodowej lub obecnos¢ jadrzastych Obecnos¢ poza- szpikowych
komorek szpiku Pozaszpikowa proliferacja nacie- kow z komorek
blastow blastycznych
Olbrzymie ogniska lub klastry blastow w
badaniu bioptycznym szpiku




PBSz
Obraz kliniczny (3)

« W okresie transformacji dotgczajg sie inne objawy
* U okoto 80% tych chorych dochodzi do pojawienia sie innych niz t(9;22) aberracji

cytogenetycznych

Trisomie chromosomow +8, +21, +19, +9, +12, +4, +11, +13, +14

Dodatkowy chromosom Ph

Trisomia chromosomu Ph

Isochromosom i(17)(q10)

Translokacje t(2:7)[p13;p22]

1(4:12)[p16;q13]

1(5;21)[g13;922]

t(6;6)[013;p24]

t(7;15)[g34;q921]

1(9;17)[p13;p11]

t(7;15)[0]

t(17;19)[0]

t(8;17)[0]
Delecje 30-, 59—, 119-, 15g-, 16q—, 4p—, 5p—, 6p—, 7p—, 11p—, 12p-
Addycje 6q+, 99+, 139+, 15g+, 229+, 6p+, 8p+
Monosomie chromosoméw 7,11,13,17,19

Inwersje inv(3)[q21;926]




PBSz

Istotnym z punktu widzenia klinicznego powiktaniem CML sg priapizm oraz biataczkowe zajecie opon
mozgowych i/lub mézgu. Zbyt pozne ich rozpoznanie i podjecie leczenia moze mie¢ bowiem fatalne
nastepstwa

priapizm jest schorzeniem urologicznym, ktérego istota polega na niezaleznym od pobudzenia
erotycznego przetrwatym wzwodzie pracia (powyzej 4 godzin). Przyjmuje sie, ze priapizm jest
wynikiem zaleznego od leukocytozy wzrostu lepkosci krwi, ktorej konsekwencjg jest tworzenie
zakrzepow i mikrozakrzepow w tozysku zylnym. Duze znaczenie wydaje sie odgrywa¢ wzmozona
produkcja cytokin i molekut adhezyjnych przez komorki biataczkowe, aktywacja komoérek srodbtonka
oraz sekwestracja komorek krwi w mikrokrgzeniu. Podobne powik’ranie odnotowano takze u kobiet w
obrebie naczyn techtaczki (u okoto 1,5/100 000 osb6b z populacji ogolnej/rok)

Schorzenia hematologiczne sg przyczyng okoto 20% przypadkow priapizmu. Do powiktania tego
dochodzi u okoto 5% mezczyzn ze wszystkimi typami biataczki. Okoto 50% z nich stanowig jednak
pacjenci z PBSz. U okoto 1-2% chorych ptci meskiej priapizm jest pierwszg manifestacjg choroby



PBSZ

W przypadkach podejrzanych priapizmu niezwykle wazne jest ustalenie niedokrwiennego
lub nie-niedokrwiennego charakteru zmian (czas trwania erekcji, ocena ciezkosci nasilenia
bolu, uprzednie epizody o podobnym charakterze, zastosowane leczenie, wywiad odnosnie
chorab hematologicznych, stosowanych lekow, przebytych urazow miednicy, narzgdow
piciowych oraz okolicy odbytu), a takze szczegdtowe badanie lekarskie z oceng
towarzyszgcej hepatosplenomegalii, objawow wzmozonej lepkosci krwi w badaniu
neurologicznym i dna oka

Bardzo wazne jest wykonanie gazometrii krwi pobranej z ciata jamistego pracia. Hipoksja
jest wyrazna w przypadkach niedokrwiennych. W przypadkach nie-niedokrwiennych wynik
gazometrii jest prawidtowy, zblizony do gazometrii krwi tetniczej

Leczenie cytoredukcyjne (wysokie dawki hydroksykarbamidu, IKT) powinny by¢ podjete
niezwtocznie. W kazdym przypadku nalezy rozwazyC celowos¢ wykonania leukaferezy w
celu zmniejszenia lepkosci krwi. Rownie wazne jest nawodnienie chorego i podawanie
allopurinolu w celu zapobiezenia zespotowi rozpadu guza

Powinno byc¢ takze wdrozone postepowanie przeciwzakrzepowe w celu zapobiezenia
wystgpieniu powiktaniom zakrzepowo-zatorowym za pomocg heparyn
drobnoczgsteczkowych

Niezaleznym sposobem leczenia jest postepowanie zabiegowe



PBSZ

rzadko dochodzi u chorych w fazie przewlektej schorzenia oraz u chorych z
catkowitg remisjg cytogenetyczng po leczeniu IKT

powikfanie to czesciej dotyczy mezczyzn (M:K=5:2). W wiekszosci
przypadkow do rozwoju powiktania dochodzi w ciggu pierwszych dwoch lat
leczenia

mozliwosc¢ zajecia przez komorki biataczkowe CUN nalezy rozwazyc
szczegolnie u chorych w zaawansowanych fazach choroby (faza akceleraciji,
przetomu blastycznego) oraz u pacjentow z dodatnim wywiadem odnosnie
przebytych chorob infekcyjnych a takze uszkodzenia CUN w przedobjawowej
fazie choroby

zmiany w badaniach podmiotowym i przedmiotowym mogg wynikac z zajecia

zarowno opon mozgowo-rdzeniowych jak i tkanki mozgowej. W czesci
przypadkow zmiany chorobowe mogg miec charakter guzéw CUN.



PBSZ

* Przy podejmowaniu decyzji terapeutycznych nalezy pamietac, ze
stezenie IM w ptynie mozgowo-rdzeniowym wynosi jedynie 3% jego
0soczowego stezenia oraz ze pomimo niewielkiego przenikania
dazatynibu do przestrzeni ptynowych CUN jego skutecznosc jest
znacznie lepsza

* Wynika to ze znacznie silniejszego efektu inhibicyjnego dazatynibu
wobec kinazy tyrozynowe] BCR-ABL.



PBSz

u wiekszosci 0sob w chwili rozpoznania choroby stwierdza sie niedokrwistosc, a liczba krwinek biatych
(WBC, white blood cells) przekracza 25,0 G/L

u prawie 50% chorych ich liczba przekracza 100,0 G/L

u pacjentow nieleczonych dochodzi do stopniowego narastania leukocytozy

nadptytkowos¢, czesto powyzej 1000,0 G/L, stwierdza sie u okoto 50% osbb, a u pozostatych liczba
ptytek pozostaje w granicach normy

W rozmazie krwi obwodowej obecne sg wszystkie postaci rozwojowe granulocytow, w tym mieloblasty,
promielocyty, mielocyty, metamielocyty, patki, granulocyty podzielone, mogg by takze obecne
pojedyncze erytroblasty



PBSz

szpik uzyskany metodg biopsji aspiracyjnej w ocenie morfologicznej u wiekszosci chorych jest bogatokomaorkowy, a
w czesci przypadkow wybitnie bogatokomorkowy

w preparacie dominujg komaorki linii granulocytarnej, a stosunek zawartosci komérek uktadu granulocytarnego do
erytroblastycznego wynosi 10:1-30:1 (norma 2:1-4:1). Uktad erytroblastyczny jest relatywnie gorzej
reprezentowany. W jego obrebie dojrzewanie jest zachowane, a komorki (proerytroblasty, erytroblasty
zasadochtonne, polichromatofilne i kwasochtonne) nie wykazujg wiekszych zmian jakosciowych. Liczba
megakariocytow jest prawidtowa lub zwiekszona

zawartosc granulocytow kwasochtonnych i zasadochtonnych moze by¢ zwiekszona i zwykle wigze sie z ich liczbg
we krwi obwodowe]

obok oceny szpiku metodg aspiracyjng postuluje sie takze jego oceng technikg histologiczng za pomocg
trepanobiopsji. Analiza ta pozwala na okreslenie nasilenia stopnia widknienia retykulinowego/kolagenowego szpiku,
lepszg ocene komorkowatosci szpiku w przypadkach cytopenii po IKT, a takze potwierdzenie obecnosci skupien
komorek blastycznych w przypadkach podejrzanych o progresje do faz bardziej zaawansowanych

stopien widknienia jest zwykle proporcjonalny do liczby megakariocytow w szpiku, a klinicznie koreluje z wielkoscig
Sledziony, nasileniem niedokrwistosci i liczbg blastéw we krwi i szpiku



PBSz

* u ponad 90% chorych stwierdza sie brak lub niskg aktywnosc
fosfatazy alkalicznej granulocytow (FAG)

« w przypadku wspotwystepowania procesu zapalnego, infekc;ji lub
cigzy moze ona jednak by¢ prawidtowa (norma 40—-80 score) lub
nawet podwyzszona

« takze w sytuacji normalizacji WBC w wyniku prowadzonej terapii
aktywnos¢ FAG moze sie zmienic



PBSz

ocena ciezkosci choroby

Przewidzenie ryzyka niepomysinego przebiegu choroby jest mozliwe dzieki
opracowanym modelom prognostycznym (wskaznik Sokala lub wskaznik Hasforda)
Ich formuta uwzglednia odsetek komoérek blastycznych, liczbe eozynofilii, liczbe
bazofilii, wielkos¢ sledziony, liczbe ptytek krwi oraz wiek chorego

Obliczenie wyzej wymienionych wskaznikdw jest mozliwe za pomocag kalkulatora
zamieszczonego na oficjalnej stronie European LeukemiaNet (http://www.leukemia-
net.org/content/leukemias/cml/cml score/)

Pierwszy z nich zostat opracowany dla okreslenia ryzyka niepomysinego przebiegu
choroby u pacjentéow leczonych busulfanem i hydroksykarbamidem, a drugi dla
chorych poddanych terapii za pomocg interferonu alfa

Ich zastosowanie w przypadku chorych leczonych IKT (imatynibem) okazato sie takze
miec¢ duze znaczenie praktyczne



http://www.leukemia-net.org/content/leukemias/cml/cml_score/

Treatment
Prognostic factors

Sokal score =
= (11x age + 35x spleen + 89x blasts + 0,4x platelet — 550)/1000

Euro scale =

= (0,666x age /0 when age <50, 1 when >/ + 0,0420x spleen +
0,0584x blasts + 0,0413x eosinophils + 0,2039x basophils /0
when basophils <3%, 1 when basophils >3%/ + 1,0956x platelet
/0 when platelet <15000G/I, 1 when >/) x 1000

Euro
Low risk <780

Moderate risk 781-1479
High risk >1480




EUTOS SCORE

The new EUTOS score predicts complete cytogenetic remission
(CCC?R) 18 months after the start of therapy, which is an important
predictor for the course of disease. Patients without CCgR at this
point of treatment are less likely to achieve one later on and are at
a high risk of progressing to blastic and accelerated phase disease

The strongest predictors for CCgR at 18 months are spleen size
and percentage of basophils. Spleen size is measured in cm under
the costal margin, basophils as their percent in peripheral blood.
Both need to be assessed at baseline. Their relationship to CCgR
IS expressed by the formula:

7 * basophils + 4 * spleen size
If the sum is greater than 87, the patient is at high risk of not

achieving a CCgR at 18 months, while a sum less than or equal to
87 indicates a low risk



prof. dr hab. med. Krzysztof Lewandowski

Przewlekta biataczka szpikowa
Od starych do nowych metod terapii

Z Katedry i Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpiku
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu



Treatment
Hydroxyurea

Often used initially for white cell count reduction
Dose: 1-6g/d orally, depending on the hight of the white cell count

The dose should be decreased to 1-2g/d when the leukocyte count
reaches 20000/ul

Drug should be stopped 1f the white count falls to 5000/l

Side effects: suppression of hematopoiesis, often with
megaloblastic erythropoiesis



Treatment
Interferon-alfa

In CML patients during preganancy

Patients with low risk (Sokal/Euro score) and high TRM, patient
not eligible for alloSCT (treatment initiated before imatynib era)

Dose: 3million units/m? subcutanecously 3 days per week, and after
1 week — 5 million u/m?. Maximal dose: 5 million u/m? per day.
After maximal response (6-8 months) 3-5 million u/m? once or

twice weekly

Dose should be reduced or teporarily discontinued if the white cell
count less than 5000/ul or platelet count less than 50000/ul



Treatment
Interferon alfa

Initial side effects of INFalfa: fever, fatigue, sweats, anorexia,
headache, muscle pain, nausea, and bone pain — 50% of patients

Later effects: apathy, insomnia, depression, bone and muscle pain,
hepatic, renal and cardiac dysfunction, immunemediated anemia,

thrombocytopenia, hypothyroidism, hypertriglyceridemia

Hematologic improvement — 75% of patients, cytogenetic
remission — 10%, molecular remission- 2%

A polyethylene glycol-conjugated interferon-alfa (PEG-
Interferon)- better toleration, treatment once per week



Przezycie wolne od zdarzen oraz biezgce przezycie wolne od zdarzen u
chorych leczonych IKT

IKT po niepowodzeniu terapii za pomocg INF IKT Jako leczenie 1-linii
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Skumulowana czestos¢ CCR i MMR u chorych na PBSz
leczonych IM oraz IM w skojarzeniu z INFa,

Time Cumulative incidences of achieving a
after
start CCR (%) MMR. (%)

IM400 D IMB00 IM400+IFN  IM400 D IMS00 IM400+IFN

=259 =241 n=290 n=267 =261 n=295
6 mo 227 124 351 18.4 6.4 11.§ 18.1 6.2
12 mo 523 126 649 50.6 290 231 52.1 34.3
18 mo 69.3 6.7 76 70.8 48.1 18.9 67.0 55.4
24 mo 78.3 6.3 &4.6 77.6 63.3 I4.1 77.4 63.8

Hehlmann R i wsp. Blood (ASH Annual Meeting Abstracts), Nov 2009; 114: 339



Znaczgco wyzsze odsetki niewykrywalnej choroby resztkowej i odpowiedzi
molekularnych u nowo rozpoznanych chorych z PBSz leczonych pegylowang
forma Interferonu a2a w skojarzeniu z imatynibem (IM)

Rates at 18 IM+Peg- IM400 IM600 IM -+ P value PegIFN versus
months (ITT) IFN2a mg mg Ara-C IM 400mg
MMR 62% 41% 52% 53% p = .0001
OMR 36% 19% 25% 19% p = .0007
UMRD 15% 4% 7% 5% p = .0013

Guilhot F i wsp. Blood (ASH Annual Meeting Abstracts) 2009 114: Abstract 340



Imatynib + PEG-INFa w 1-linii terapii PBSz

Skumulowana czestos¢ odpowiedzi w zaleznosci od rodzaju terapii
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CGP57148; STI571; imatinib: Glivec

1992






Resistance mechanism in Chronic Myeloid Leukemia
Principal mechanisms involved in dependent and independent BCR-ABL mechanisms are shown
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Kamran Alimoghaddam. Stem Cell Biology in Normal Life and Diseases,, 2013



Traetment
Imatinib mesylate (Gleevec)

Inhibits activity of mutant tyrosine kinase by blocking ATP binding

Imatinib has less toxicity, Is easier to administer, and induces higher
hematologic (90 percent vs. 75percent), cytogenetic (40 percent vs. 10
percent) and molecular (7% vs. 2 %) types of remission

Dose: 400mg/d orally (maximal dose 600-800mg/d in two divided doses)



Treatment
Imatinib mesylate

Side effects: nausea, vomiting, edema, muscle cramps, diarrhea,
headache, abdominal pain- usually low-grade

The drug can be used prior the alloSCT if eligible, or
nonmyeloablative SCT for older patient
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Charakterystyka lekow stosowanych w terapii przewlektej biataczki szpikowej
IMATYNIB

Lekiem 1-lini terapii jest imatynib (Gleevec, STI571). Rejestracja leku przez FDA (Food and
Drug Administration) miata miejsce w maju 2001 roku, w 2003 roku zostat wprowadzony na
rynek Polski

Mechanizm dziatania leku polega na interakcji z miejscem wigzgcym adenozynotrojfosforan
(ang. ATP-binding site) kinazy BCR-ABL

Reakcja ta zachodzi jedynie w przypadku, gdy kinaza przyjmuje konformacje nieaktywng
W procesie wigzania imatynibu (IM) z czgsteczkg kinazy BCR-ABL kluczowag role odgrywa
tancuch boczny treoniny w pozycji 315. Umozliwia on wytworzenie stabilizujgcego wigzania
wodorowego z drugg grupg aminowg czgsteczki IM

Z tego powodu mutacje punktowe genu BCR-ABL prowadzgce do zmian aminokwasowych
w pozycji 315 biatka skutkujg niemoznoscig przytgczenia czgsteczki leku, a klinicznie
opornoscig na IM



Charakterystyka lekow stosowanych w terapii przewlektej biataczki szpikowej
IMATYNIB (2)

Dawkowanie leku u chorych na PBSz zalezy od fazy choroby. | tak, w fazie
przewlektej dawka doustna wynosi 1x 400 mg dziennie, w fazie akceleracji
choroby 600mg dziennie, a w fazie przetomu blastycznego 800mg dziennie
Biodostepnos¢ IM po podaniu doustnym siega 98%. Stezenie maksymalne
leku w osoczu osigga maksimum po okoto dwoch godzinach od podania
doustnego (T,/, 18 godzin)

Przyjmowanie pokarmow nie wptywa znaczgco na wchtanianie jelitowe
IM. Niektore z pokarmow (np. sok z grapefruitow) w wyniku interferencji z
mechanizmami metabolizmu leku moga zmniejszac jego skutecznosc
kliniczng lub nasila¢ toksycznos¢ terapii

W osoczu IM wigze sie w 85-95% z biatkami, gtownie z al-glikoproteing
oraz albuminami

Lek przenika jedynie w niewielkim stopniu przez bariere krew-modzg, a jego
stezenie w ptynie mozgowo-rdzeniowym jest stukrotnie nizsze niz w
0socCzu



Charakterystyka lekow stosowanych w terapii przewlektej biataczki szpikowe;
IMATYNIB (3)

Dokomaorkowy transport IM odbywa sie przy udziale ludzkiego organicznego transportera kationow
(ang. human organic cation transporter, biatko hOCT-1), a w wydalaniu leku z komorek biorg udziat
transportery ABCB1 oraz ABCG2 (ang. ATP-binding cassette)

Metabolizm IM odbywa sie z udziatem cytochromu P450, gtownie enzymoéw CYP3A4 oraz CYP3AS.
Nalezy nadmienié, ze metabolity leku nie majg wtasciwosci inhibitorowych wobec kinazy BCR-ABL

Po podaniu pojedynczej dawki leku osobom zdrowym doustnie 81% dawki leku ulega eliminacji w
ciggu 7 dni poprzez drogi moczowe (13.2%; 5% w postaci niezmienionej) i stolec (67.8%; 23% w
postaci niezmienionej)

Dane farmakokinetyczne sugerujg, ze na klirens leku w wiekszym stopniu wptywa uposledzenie
funkcji watroby niz uposledzenie czynnosci nerek. Dane kliniczne wskazujg jednak na bardziej istotny
wptyw niewydolnosci nerek na farmakokinetyke leku



Charakterystyka lekow stosowanych w terapii przewlektej biataczki szpikowej
IMATYNIB (4)

Po podaniu doustnym w dawce 400mg lek jest dobrze tolerowany. Tolerancja
wyzszych dawek leku jest tylko nieznacznie gorsza od tej stwierdzanej przy
dawkowaniu standardowym

Do najczesciej obserwowanych objawdw niepozgdanych nalezg: nudnosci, biegunki,
obrzeki powtok (gtdwnie twarzy w okolicy oczodotéw), bole miesniowe oraz przybor
wagi ciata. W wiekszosci przypadkow objawy te majg niewielkie nasilenie

Do rzadko wystepujgcych objawow ubocznych nalezg alergiczne zmiany skorne
(wysypki plamisto-grudkowe) i zatrzymanie ptynow (obrzeki uogoélnione)

W trakcie stosowania leku obserwuje sie takze objawy toksycznosci hematologicznej
pod postacig zwigzanej ze stosowaniem leku granulocytopenii, matoptytkowosci oraz
niedokrwistosci

Dziatanie mielosupresyjne IM jest szczegdlnie wyrazne u chorych w fazie akceleracji
lub przetomu blastycznego, u ktorych zgodnie z rekomendacjami stosowane sg
wyzsze dawki lekéw (odpowiednio 600 i 800mg)



Charakterystyka lekow stosowanych w terapii przewlektej biataczki szpikowej
DAZATYNIB (1)

Do rejestracji dazatynibu (BMS-354825) przez FDA w USA doszto w czerwcu 2006, a do
rejestracji w Polsce w 2007 roku. Pod wzgledem budowy chemicznej dazatynib nalezy do 2-
aminotiazoli, a pod wzgledem czynnosciowym do inhibitoréw kinaz tyrozynowych grupy SRC

Budowa leku jest dopasowana jest do struktury domen katalitycznych kinaz SRC. Z tego
powodu lek wykazuje szerokie spektrum aktywnosci biologicznej

Po podaniu doustnym dazatynib osigga maksymalne stezenie w osoczu po 0,5-6 godzin. T,,,
dla dazatynibu okreslono na 3 do 5 godzin

Dane dotyczgce biodostepnosci leku nie sg znane

Dazatynib w niewielkim stopniu przenika przez bariere krew-mozg, jednak z uwagi na
wysokg aktywnosc¢ inhibitorowg wobec kinazy tyrozynowej BCR-ABL jest on skuteczny w
przypadkach zajecia centralnego uktadu nerwowego przez proces biataczkowy



Charakterystyka lekow stosowanych w terapii przewlektej biataczki szpikowej
DAZATYNIB (2)

Lek jest metabolizowany przy udziale cytochromu P450 (gtdwnie izoenzymu CYP3A4)

Z tego powodu induktory CYP3A4 moga zmniejszac ekspozycje na dazatynib i obnizac jego
skutecznosc leczniczg

W podobnym mechanizmie, inhibitory CYP3A4 (leki przeciwwirusowe, azole o dziataniu
przeciwgrzybiczym i makrolidy) zwiekszajg ekspozycje na lek i nasilajg objawy toksyczne zwigzane z
jego stosowaniem

Nie zaleca sie takze jednoczesnego stosowania inhibitorow pompy protonowej i H2 blokerow,
bowiem wzrost pH soku jelitowego moze zmniejszyc¢ stezenie leku o nawet 60%

Metabolity leku, w odrdznieniu od metabolitéw IM, sg aktywne biologicznie

W wydalaniu dazatynibu z komodrek uczestniczg transportery ABCB1 oraz ABCG2 (ang. ATP-binding
cassette)

Gtowng drogg wydalania leku jest kat



Charakterystyka lekow stosowanych w terapii przewlektej biataczki szpikowej
DAZATYNIB (3)

Tolerancja dazatynibu u chorych na PBSz jest nieco gorsza niz IM

Do najczesciej wystepujgcych objawow ubocznych zwigzanych ze stosowaniem leku nalezg
uczucie zmeczenia, nudnosci, biegunki, anoreksja, bole brzucha, bole miesniowe, bole
gtowy, rumien skoérny, zaburzenia elektrolitowe (hipokalcemia, hypofosfatemia) i przejsciowy
wzrost aktywnosci transaminaz i kreatyniny we krwi

Rzadko wystepujgcym powiktaniem jest wysiek optucnowy, nierzadko obustronny

Prawdopodobienstwo wystgpienia wysieku optucnowego jest wieksze u chorych
otrzymujgcych wyzsze dawki leku, np. u pacjentow z objawami przetomu blastycznego.
Patomechanizm tego powiktania nie jest w petni poznany. Prawdopodobnie przyczyng sg
zjawiska autoimmunologiczne

U niektorych chorych powiktaniem stosowania dazatynibu moze byc¢ wysiek osierdziowy



Charakterystyka lekow stosowanych w terapii przewlektej biataczki szpikowej

DAZATYNIB (4)

U czesci chorych w trakcie stosowania leku wystepujg takze objawy
supresji szpiku, zwykle przemijajace po przerwie w stosowaniu lub
zmniejszeniu dawki leku (3-4 stopnia czesciej u chorych z objawami
akceleracji lub przetomu blastycznego)

Najczesciej wystepujgcym powiktaniem jest matoptytkowos¢ lub/i
granulocytopenia. Matoptytkowos¢ moze prowadzi¢c do wystgpienia
epizodu krwawienia z przewodu pokarmowego lub krwawienia do CUN
(odpowiednio u <4 i <1% chorych)

Szczegolng ostroznosc zaleca sie przy stosowaniu leku u chorych w trakcie
leczenia antyagregacyjnego lub antykoagulacyjnego

Objawy uboczne ze strony uktadu sercowo-naczyniowego wystepujg
sporadycznie. Dotyczg one gtownie uposledzenia funkcji lewej komory
serca, niewydolnosci serca a w badaniu elektrokardiograficznym
wydtfuzenia odcinka QT

Lek nie wykazuje krzyzowej nietolerancji z IM






Budowa chemiczna imatynibu (CGP 57148, STI517, Gleevec)

Nazwa chemiczna zwigzku:
4-[(4-metylpiperazyn-1-yl)metyl]-N-[4-metylo-3-[(4-pirydyn-3-ylopirymidyn-2-yl)amino]fenyl]benzamid.

adenozynotrojfosforan, ATP



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/07/ATP_structure.svg

Budowa chemiczna
A) dazatynibu (N-(2-chloro-6-metylofenyl)-2-[[6-[4-(2-hydroksyetyl)piperazyn-1-yl]-2-
metylopyrimidyn-4-ylJamino]-1,3-tiazol-5-karboksyamid)
B) nilotynibu (4-metyl-N-[3-(4-metyloimidazol-1-yl)-5-(trifluorometyl)fenyl]-3-[(4-pirydyn-3-
ylopirymidyn-2-yl)amino]benzamid)

A B




Struktura krystolograficzna kinazy Abl z STI-571 (Imatynib)

o
N-lobe
STI-571
N
o
Activation
loop
C-lobe
N

Oliver Hantschel and Giulio Superti-Furga. NATURE REVIEWS | MOLECULAR CELL BIOLOGY VOLUME 5 | JANUARY 2004 | 33



Spektrum aktywnosci biologicznej inhibitoréw kinaz
tyrozynowych w stosunku do kinaz tyrozynowych

IMATYNIB NILOTYNIB DAZATYNIB

ABL ABL ABL TXK ERBB2 MAPK14/p38
ARG ARG ARG DDR1 ERBB4 alpha
BCR-ABL BCR-ABL BCR-ABL DDR2 FAK MYT1
KIT KIT KIT ACK GAK NLK
PDGFR PDGFR PDGFR ACTR2B GCK PTK6/Brk
DDR1 DDR1 SRC ACVR2 HH498/TNNI3K QlK
NQO2 NQO2 YES BRAF ILK QSK

FYN EGFR/ERBB1| LIMK1 RAF1

LYN EPHA2 LIMK2 RET

HCK EPHA3 MAP2K5 RIPK2

LCK EPHA4 MAP3K1 SLK

FGR EPHAS MAP3K2 STK36/ULK

BLK EPHA8 MAP3K3 SYK

FRK EPHB1 MAP3K4 TAO3

CSK EPHB2 MAP4K1 TESK2

BTK EPHB4 MAP4K5/KHS1 TYK2

TEC EPHB6 MAPK11/p38 beta ZAK

BMX




Charakterystyka wysokoaktywnych inhibitorow kinaz tyrozynowych 2-

generacji (wedtug Kantarjian i Cortes, 2009)

Mutanty: - oporne
- 0 posredniej wrazliwosci
Dawka standardowa (faza przewlekta)
Czestosc neutro- ithrombocytopeni (3-4 sto pien)
Gtowne objawy toksyczne
Hamowanie c-kit (vs IM)

Hamowanie PDGFR (vs IM)

T315I
E255K/V, V299,F317L
100mg 1 x dziennie
33/22%
wysiek optu cnowy, skaza matoptytkowa
T
T

Parametr Dazatynib Nilotynib
Sita dziataniainhibicyjnego (vs IM) 325 30
Cel gowny Kinazy Src, kinaza Abl Kinaza Abl
Wiazanie z konformacjg kinazy BCR-ABL Aktywnai nieaktywna Nieaktywna

T3151,E255V
E255K/V,Y253F/H, Q2 52H, F359V
400mg 2x dziennie
31/33%

Tb lirubiny, aktywnos ci amylazy we krwi
po dobne

po dobne




Modular domain structure of ABL family kinases (a)
and molecular targets of different TKI inhibitors (c)

1,142

a Linker
ABLR cap Y245 Y412 PXXP NLS NES
la [ u — = ® F-actin
SH3| 1 SH2 Kinase BD
1b
Linker
AlBLZ cap Y272 Y439 PXXP
a I 1 s -
w}-l—{ SH3H SH2 }Q| Kinase © . F-actinBD — MTBD —EEaslN:{e}

* ACVR2B * MAP2K5

* BMX * MAP3K1, SYK

* BTK MAP3K2, AOK

* EGFR MAP3K3 and «TEC

«ERBB2and  MAP3K4 « TESK2
ERBB4 * MAP4K1and  * TNK2

* FGR MAP4KS * TNNI3K

* GAK * NLK * TXK

* GCK * PTK2 and PTK6 = TYK2

* ILK * RAF1 * ULK1

* LIMK1 and e« RIPK2
LIMK2 * SIK2 and SIK3

e CSF1R
* DDR1 and DDR2
o KIT

e PDGFRA and 7« FGFR1, FGFR2

PDGFRB and FGFR3
* TEK
* BCR-ABL1 * TRK
* ABL1 * VEGFR1, VEGFR2
e ABL2 and VEGFR3

GNF-2 a
GNF-5

— e

1,182

Specificity of selected ABL TKis:

imatinib (Gleevec, STI571; Novartis),

nilotinib (Tasigna, AMN107; Novartis),

dasatinib (Sprycel, BMS-354825; Bristol-Myers Squibb),
ponatinib (Iclusig, AP24534; Ariad Pharmaceuticals)

and

GNF-2, GNF-5 (allosteric inhibitors in preclinical studies).

The kinase selectivity profiles for imatinib, nilotinib, and dasatinib
were generated based on the binding of cellular kinases to
inhibitors immobilized on solid support matrices (reviewed
previously in ). Ponatinib-sensitive kinases were identified by in
vitro kinase assays; shown are targets with IC50 values of less than
20 nM. Kinases sensitive to GNF-2 and GNF-5 were identified by in
vitro kinase assays, ,

Greuber EK, et al. Nature Reviews Cancer 2013;13,559-571



Relative TKI activity against known target tyrosine kinases as determined by the IC50, imatinib concentration
that will inhibit phosphorylation of a given substrate by 50 %, for phosphorylation

Ber-Abl1 PDGFR Kit Src
Imatinib 100-1000 nm 10-100 nm 10-100 nm 1000-10,000 nm
Dasatinib 1-10 nm 1-10 nm 10-100 nm <1 nm
Milotinib 10-100 nm 10-100 nm 100-1000 nm 1000-10,000 nm
Bosutinib 10-100 nm 1000-10,000 nm =10.000 nm 1-10 nm
Ponatinib =1 nm 1-10 nm 10-100 nm 1-10 nm

Palani R, et al. Ann Hematol. 2015, 94 (suppl. 2):167-176




Opornosc¢ na IM

« Opornosc pierwotna oznacza catkowity brak skutecznosci terapii juz
od poczatku leczenia

* Odpowiedz suboptymalna moze bycC klasyfikowana jako jedna z
postaci opornosci pierwotnej (czesciowa opornosc pierwotna)

« Z nabytg lub wtdrng opornoscig mamy do czynienie woéwczas gdy
dochodzi do utraty odpowiedzi optymalne] w trakcie stosowania leku



r

Opornosc pierwotna na [M

Typ opornosci Definicja

Bez odpowiedzi cytogenetycznej po 6 mies (>95% metafaz Ph+); lub

Pierwotna; catkowita
[1] Bez czesciowej odpowiedzi cytogenetycznej po >12 miesigcach terapii (>65%
metafaz Ph+ w cytogenetyce klasycznej)

Plerwotrja_ . Czesciowa, ale nie catkowita odpowiedz cytogenetyczna po 12 miesigcach terapii
czesciowa; ) . )
. (1-65% metafaz Ph+ w badaniu met. klasycznej cytogenetyki)
partial [2]
Utrata catkowitej lub wiekszej odpowiedzi cytogenetycznej; lub
Wtérna [3] Utrata odpowiedzi cytogenetycznej; lub
Progresja do fazy akceleracji lub kryzy blastycznej
Inna [4] Nie spetniajgaca zadnego z powyzszych kryteriow (np. odpowiedz catkowita

cytogenetyczna przy suboptymalnej odpowiedzi molekularnej)

1. Burgess MR, Sawyers CL. Treating imatinib-resistant leukemia: the next generation targeted therapies. ScientificWorldJournal. 2006;6:918-30.
2.Martinelli G, Soverini S, Rosti G, Cilloni D, Baccarani M. New tyrosine kinase inhibitors in chronic myeloid leukemia. Haematologica. 2005;90:534-41.
3.Hochhaus A, Erben P, Ernst T, Mueller M. Resistance to targeted therapy in chronic myelogenous leukemia. Semin Hematol. 2007;44:15-24.
4.Hochhaus A, et al. Molecular and chromosomal mechanisms of resistance to imatinib (STI571) therapy. Leukemia. 2002;16:2190-6.



Opornosc pierwotna

* obecna u 10-15% chorych leczonych IM

« dane na temat opornosci pierwotnej na NILO | DAZA
niedostepne (prawdopodobnie niska czestoscC)

* mechanizm odpowiedzialny ztozony | prawdopodobnie
rozny w poszczegolnych przypadkach



Proponowane mechanizmy opornosci na IM

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7

8)

duplikacja lub amplifikacja
sekwencji BCR-ABL

mutacje BCR-ABL

eksport IM przez glikoproteine P
import IM przez hOCT-1
wigzanie IM przez 1-AGP
zmiennosc stezenia IM w osoczu
aktywacja alternatywnych
szlakow przekazywania sygnatu
dla wzrostu

zaburzenia epigenetycznej
regulacji ekspresji BCR-ABL

Bixby, D. et al. Hematology 2009;2009:461-476



Przyczyny opornosci na IKT

Niezalezne od BCR-ABL1

Zalezne od BCR-ABL1

Zalezne od pacjenta
- niskie compliance

Zwigkszona ekspresja BCR-ABL1

Mutacje domeny kinazowej BCR-ABL

Farmakologiczne

- staba absorpcja jelitowa

- interakcje lekowe

- wigzanie z biatkami osocza

Zwiazane z komorkami bialaczkowymi

- heterogenno$¢ komorek PBSz

- obnizony poziom transporteréw (hOCT1)

- podwyzszona aktywno$¢ eksporterow(ABCB1, ABCG2)

Spiace komorki macierzyste (QSCs)

Ewolucja klonalna

Nadekspresja SRC




11 najczesciej wystepujacych mutacji BCR-ABL
u chorych z PBSz w fazie przewleklej po leczeniu IM
Number of mutations reported (n)
B e S e
33
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33
M351T — i
FossaGc [—3

F359C//L/V — 21 ”
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le Coutre P et al. Clin Cancer Res 2010;16:1771-1780
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Mutacje BCR-ABL a skutecznosc IKT
w warunkach in vitro

Sensitive Y253F/H
F311L

M244V Q252H
G250E Y253F/H
F317L T315A Q252H o) o o |
E355G F359V E255K/V _IM <1000 <3000 >3000
F359V V379l V299L 'NIL | <50 <500 >500
V379l F317LL/V ‘DB | <3 <60 >60 |
H936R

Resistant

Milojkovic D, Apperley J. Clin Cancer Res 2009;15:7519-7527



Opornosc¢ na IKT w wyniku
leczenia sekwencyjnego



horych z PBSz Ph+ opornych na IM

leczonych IKT 2-generacji

tacjiuc

izm pojawiania sie mu

Mechan

<

N
AN
B
¥

N
TN

N

N

AN

AN

N

AN
ANNANENANENEN

AU AT QA AN N
NN

A\
N
AR
AN
N

A AT AT AT AT A A
N\

N

RN

2
NrCoornvwaeonon -

Sjudjied Jo JaquinN

Imatinib

@2 New Mutation
@ No mutation

O Mutation

B
=iC

065v3
N6SY3
065v3
Nesva
Leevy
HI6EH
d96EH
1¥9€7

A6SE4
065¢4
0§6€3
v§se3
LISEN
LIEd
ISLEL

1hied

1662A
A8621
9920
A$5e3
HESTA
46524
HZ520
30529
ABYZ1
Lo
AVPIN

/"»\

N

Nilotinib
+

@ New mutation

. 4
Z: O
DasYﬂnib

¥
Z ;&
Nikxinlb

SKI-606
@
¥
%
£ 4

Dasatinib

-

@

@ &P,
v ?
D,

YO

N

\

®

0

[ AN

©

00

L L A\

[ NANN

NN000

N

000
Q00N NV NVNNO
[ X X AR
L L A

o0

N\

[ A\

[ AN

LL L ANe

[ A\

@
QNN NN NN0000
\

N

NN
ONrCoornvouernnNr

-

Sjudlied jO JAquINN

Lost mutation

O

$98v4
065¥3
N6sva
065¥3
Nesva
1EEPV
HO6EH
d96EH
1v9€7
AGSE4
0654
066€3
vsse3
LISEW
WLied
1SIEL
L€
1662A
ABBZ1
99.20
N5523
HESZA
4E52A
HZS70
30529
ABYZT
LY
AVYZN

Lokalizacja i czestos¢ pojawiania sie/zaniku mutacji BCR-ABL po zastosowaniu leczenia 2- i 3-linii

Mutacje wykryte u 61 chorych opornych na IM
Chorzy oporni na IM (z lub bez mutacji wyjsciowo) leczeni IKT 2-linii (3-linii)
C)

A)
B)

Bixby, D. et al. Hematology 2009;2009:461-476



Ewolucja klonalna PBSz w trakcie leczenia IKT



Uproszczony schemat rozwoju | ewolucji PBSz

Radich, J. P. Hematology 2010;2010:122-128



LSC ECP LCP AP BC

e—2 1
1

TKI

C The natural selection of resistant clones
. LSC cP Resistance 1
TKI1 TKIZ
- -
o & >

Time

Radich, J. P. Hematology 2010;2010:122-128



Opornos¢ mutacyjna na DAZA lub NILO (defekty
low-level) po niepowodzeniu terapii za pomoca IM

Bezposrednie sekwencjonowanie (DS) moze nie wykrywac¢ obecnosci
mutacji KD BCR-ABL w niskim mianie

— w celu zbadania czestosci ich wystepowania oraz wptywu na wynik
terapii IKT zastosowano wysokowydajng metode mass spec opartg o
technike chip; N =222 (CP: n = 102; AP: n = 64; BC: n = 56)

Retrospektywna ocena sekwencji BCR-ABL przed wigczeniem
terapii za pomocg dazatynibu (n = 131) lub nilotynibu (n = 91)
— czestos¢ mutacji u chorych z opornoscig na dazatynib lub nilotynib:
DS 23% vs mass spec 32%



Wplyw obecnosci mutacji odpowiedzialnych za wystapienie
opornosci na Dazatynib/Nilotynib na odsetek uzyskiwanych CCyR

Oporne na dazatynib/nilotynib | 26 Bezposrednie 0
Oporne na dazatynib/nilotynib 19 Jedynie Mass spec 16 <
Inne 95 DS i/lub mass spec 41
Zadne 82 DS i/lub mass spec 43

 ldentyfikacja za pomocg mass spec obecnosci wyjsciowo mnogich mutacji
genu BCR-ABL (n = 60) powigzana jest ze znaczgco nizszym
prawdopodobienstwem uzyskania CCyR po 18 miesigcach terapii
(w poréwnaniu do < 1 defektu obecnego wyjsciowo (n = 162), P <.0001)

— U ~ 50% chorych obecne sg mutacje odpowiedzialne za opornosc

Parker WT, et al. ASH 2010. Abstract 891.



The complex and dynamic landscape of mutant populations that underlie tyrosine kinase
inhibitor resistance as assessed by ultra-deep sequencing (UDS)

M — The V299L cells
- w W W W W are deselected
i i i i i gl whereas the
100% T E255K E255K+T315I
V299L ‘ E255K+T3151 and the E255K
= cells are
E255K — selected
20% F| R S s TS, LR RORoT DR ) L. EPDRRR LN : ...............................................
109k The E255K , 4 =
° cells are not A_ £ 1 Some E255K
completely ; & 4 cellsacquire a
eliminated by T315
DAS ‘E255K @ E255K+T315(
V299L
E255K
1% =qerzssssnnes pesssssans peseane i nerveverres queseeseens | CLLLLLUILY poexsanwrey provenveese prossvevves povyres
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Soverini, et al. British Journal of Haematology, 7 MAR 2016 DOI: 10.1111/bjh.13966



Mutacje domeny kinazowe] BCR-ABL1 u chorych z pierwotng i
wtdérna opornoscia na IM
n=79 (sposroéd 205)

n
(A)
20 - 28%
154
10- 44% 1% 1128 50%
17% 33% 29%
5_
DlrIITTllfTTTTITTI I
S e T ~ (€ (<} i SR, 3 ~ & ~ S &
F 8 2 8§ s F S &85 355 Fess5 85 é
S s & & & § ~ 2 & 8 o &
£ 9 93 & & g & & & § 9 § & 5 &g £ 5§ F £

® single mutation = compound mutations

DS pozwolito na identyfikacje obecnosci 27 roznych mutacji (ogotem 92 mutacje u 79 chorych)

Schnittger S i wsp. GENES, CHROMOSOMES & CANCER 49:910-918 (2010)



Key levels of molecular response (MR) on the International Scale (1S)

BCR-ABL1%' Log Leukaemia
level reduction cells
100% T) ------------------- = 1013

10%

Haematological response

1%

0-1%

0-01%

0:0032%

0-001%

0-0001%

0-00001%
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Soverini, et al. British Journal of Haematology, 7 MAR 2016 DOI: 10.1111/bjh.13966



Kryteria rozpoznania catkowitej i czesciowej odpowiedzi hematologicznej
u chorych na przewlektg biataczke szpikowg

Odpowiedz Kryteria
Catkowita Calkowita normalizacja morfologii krwi, liczba krwinek biatych < 10 g/l, liczba plytek < 450
hematologiczna |g/l, nicobecnos$¢ niedojrzatych komoérek w rozmazie krwi obwodowej, prawidtowa wielkosc¢
sledziony
Czesciowa Podobnie jak w calkowitej odpowiedzi hematologicznej, ale obecne niedojrzate komorki w

hematologiczna [rozmazie krwi, liczba ptytek < 50% wartosci przed leczeniem (jednak nadal > 450 g/l),
splenomegalia obecna, ale stopien powigkszenia §ledziony
< 50% wartosci przed leczeniem




Kryteria rozpoznania poszczegolnych rodzajow odpowiedzi
cytogenetycznej u chorych na przewlekia biataczke szpikowa

Jako$¢ odpowiedzi cytogenetycznej Przyjety skrot Definicja

Catkowita CCyR Nieobecnos¢ metafaz Ph+
Wigksza MCyR 1-35% metafaz Ph+
Mniejsza mCyR 36-65% metafaz Ph+
Minimalna minCyR 66—95% metafaz Ph+
Brak odpowiedzi noCyR > 95% metafaz Ph+




Kryteria rozpoznania odpowiedzi molekularnej u chorych z CML
leczonych TKI

Jako$¢ odpowiedzi molekularnej” Przyjety Definicja
skrot
Redukcja ilosci kopi transkryptu BCR-ABL < 4,5 log MR*> BCR-ABL1 <0,003% (IS)
Redukcja ilosci kopi transkryptu BCR-ABL < 4 log MR* BCR-ABL1 <0,01% (IS)
Redukcja ilosci kopi transkryptu BCR-ABL <3 log MR3 BCR-ABL1 <0,1% (IS
(wieksza odpowiedz molekularna)

*- odpowiedz molekularna musi by¢ dokonana metoda wystandaryzowanego RT-Q-PCR w oparciu 0 RNA wyizolowanego z
kozuszka komorek jednojadrzastych krwi, a wynik wyrazony zgodnie z wymogami skali miedzynarodowej (IS). Odpowiedz
molekularng gleboka (deep molecular response, DMR) definiuje sie jako niemoznoS¢ wykrycia transkryptu BCR-ABL za
pomocg techniki nested-PCR, przy jednoczesnej redukcji ilosci kopii w ilosciowej metodzie PCR ponizej granicy detekgji



Zaproponowane przez European LeukemiaNet w 2013 roku kryteria oceny
odpowiedzi na leczenie za pomoca inhibitorow kinaz tyrozynowych (imatynib,
dazatynib lub nilotynib) u chorych na przewlekia biataczke szpikowg

CCA Ph+ (major

Czas Odpowiedz Ostrzezenie Niepowodzenie
optymalna
Wyjsciowo Nd Wysokie ryzyko Nd

3. miesigc

BCR-ABL1 < 10%
i/lub

BCR-ABL1 = 10%
i/lub

Bez CHR i/lub
Ph+ = 95%

Ph+ < 35% Ph+ 36—95%
6. miesiac BCR-ABL1 < 1% BCR-ABL1 1-10% | BCR-ABL1l > 10%
i/lub i/lub i/lub
Ph+ O Ph+ 1-35% Ph+ > 35%
12. miesiac BCR-ABL1 < 0,1% | BCR-ABL1 BCR-ABL1 > 1%
mig¢dzy 0,1% a 1% | i/lub
Ph+ = 1%

| nastepnie

BCR-ABL1 < 0,1%

BCR-ABL1
miedzy 0,1% a 1%

BCR-ABL1 > 1%

Nd — nie dotyczy; CCA Ph+ — klonalne zaburzenia cytogenetyczne w klonie komoérek Ph+; CCA Ph™ — klonalne zaburzenia
cytogenetyczne w klonie komoérek Ph'; CHR — calkowita odpowiedz hematologiczna;CCyR — catkowita odpowiedz
cytogenetyczna , MMoIR — wigksza odpowiedz molekularna, major route — aberracje cytogenetyczne (wg czestosci

wystepowania) 0 typie:

+8,
+der(22),
i(17)(q10),
-14,

-18,

inne rzadko wystepujace zaburzenia +3,+8,+13,+14, +18, +19, +21




Zaproponowane przez ELN kryteria oceny odpowiedzi na terapie 2-linii za
pomocga TKI u chorych na CML po niepowodzeniu leczenia za pomoca IM

Czas Odpowiedz Ostrzezenie Niepowodzenie
optymalna
Wyjsciowo Nd Bez CHR lub Nd
utrata CHR na IM lub
utrata CyR w trakcie leczenia 1 linii za
pomoca TKI lub
wysokie ryzyko
3 miesiac BCR-ABL <10% BCR-ABL > 10% bez CHR
i/lub i/lub lub
Ph* < 65% Ph* 65-95% Ph*>95%
lub
nowe mutacje
6 miesiac BCR-ABL1 <10% Ph* 35-65% BCR-ABL >10%
i/lub i/lub
Ph+ < 35% Ph* > 65%
i/lub
nowe mutacje
12 miesigc BCR-ABL1 <1% BCR-ABL1 pomiedzy 1-10% BCR-ABL > 10%
i/lub i/lub i/lub
Ph* 0% Ph* 1-35% Ph* >35%
i/lub
nowe mutacje
| nastepnie w BCR-ABL1 <0,1% CCA/Ph™ (-7 lub 7g-) Utrata CHR lub
kazdej chwili lub Utrata CCyR lub PCyR
BCR-ABL1 > 0,1-1% Nowe mutacje
Potwierdzona utrata MMR*
CCA/Ph*




Inhibitory kinazy tyrozynowe] BCR-ABL.:
ponatynib (Iclusig)

wskazania | skutecznosc terapeutyczna
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Ponatynib (AP24534, Iclusig)

=N
\ ,

NDC 76189-534-30 O

IcLusic CF,
(ponatinib) tablets
T 3-(2-Imidazo[1,2-b]pyridazin-3-ylethynyl)-4-methyl-N-[4-[(4-methylpiperazin-1-

equivalent to 45 mg ponatinid

e yl)methyl]-3-(trifluoromethyl)phenyl]lbenzamide

30 Tablets TARIAD
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Ponatinib

charakterystka

Wywiera efekt inhibitorowy wobec kinazy tyrozynowe|
BCR-ABL

hamuje aktywnosc¢ kinaz rodziny SRC, KIT, RET, TIE2 oraz
FLT3

hamuje VEGFR, PDGFR, FGFR, EPH

ChPL 2015, aneks |



Imatinib (Gleevec) and dasatinib (Sprycel) in the ATP-binding
region of BCR-ABL kinase

T315I (top in the yellow) interfering with the fitting of these drugs in the binding region



Ponatynib (AP24534, Iclusig)
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Modular domain structure of ABL family kinases (a)
and molecular targets of different TKI inhibitors (c)

a Linker
AlBLl cap Y245 Y412 PXXP  NLS NES
a ]
N EolE U oo e { -
b 1,142
Linker
ABLZ cap Y272 Y439 PXXP

1,182

l1a
F—I-SH% ohz 12/ Kinase © |
1b o L

Specificity of selected ABL TKIls: imatinib
(Gleevec, STI571; Novartis), nilotinib (Tasigna,
AMN2107; Novartis), dasatinib (Sprycel, BMS-

Dasatinib

« BMX :mz:gg :ge:( 354825; Bristol-Myers Squibb), ponatinib

« BTK MAP3K2. « TAOK3 (Iclusig, AP24534; Ariad Pharmaceuticals) and

* EGFR MAP3K3and = TEC GNF-2, GNF-5 (allosteric inhibitors in preclinical

*ERBB2and  MAP3K4 » TESK2 studies). The kinase selectivity profiles for
52284 ’ mg::% and ‘_mﬁfsx imatinib, nilotinib, and dasatinib were generated

. . . . .

« GAK « NLK « TXK based on the binding of cellular kinases to

inhibitors immobilized on solid support matrices
(reviewed previously in ). Ponatinib-sensitive
kinases were identified by in vitro kinase assays;
shown are targets with IC50 values of less than
20 nM. Kinases sensitive to GNF-2 and GNF-5
were identified by in vitro kinase assays, ,

* GCK * PTK2 and PTK6 = TYK2
* ILK * RAF1 * ULK1
* LIMK1 and + RIPK2

» SIK2 and SIK3

» CSF1R i i
* DDR1 and DDR2 - : ‘ , Ponatinib
* KIT ‘ « EPHRs * YI

* PDGFRA and e cK  « FGFR1, FGFR2
PDGFRB R and FGFR3

= | * TEK -
* BCR-ABL1 . * TRK ——
* ABL1 _ * VEGFR1, VEGFR2
I'I * ABL2 and VEGFR3
\_ GNF-2 a
GNF-S e

Greuber EK, et al. Nature Reviews Cancer 2013;13,559-571



Comparison of publicly available target specificity
profiles of axitinib and ponatinib

WT kinases targeted
Ki/ICs0 < 10-fold T315I potency Axitinib Ponatinib
- < KIT ABL2 FLT3
PDGFRa BLK FRK
VEGFR1 CSF1R FYN
VEGFR2 CsSX HCK
VEGFR3 DDR2 KIT
EPHA2 LCK
EPHA3 LYN
EPHA4 LYNB
EPHAS PDGFRa
EPHA7 PDGFRS
EPHAS8 RET
EPHB1 SRC
EPHB2 TIE2
EPHB3 TRKA
EPHB4 TRKB
FGFR1 TRKC
FGFR2 VEGFR1
FGFR3 VEGFR2
FGFR4 VEGFR3
FGR YES

The target specificity profiles were evaluated at Ki/IC50 up to tenfold ABL1(T315l) potency (Ki = 0.1 nM axitinib; IC50 = 2 nM ponatinib)
illustrating that axitinib is a much less promiscuous inhibitor than ponatinib and likely to have a better safety profile in Ph leukaemia
patients. Green labelled kinases are targeted by both inhibitors

Pemovska T, et al. Nature 519, 102-105 (05 March 2015) doi:10.1038/naturel14119



Comparison of publicly available target specificity
profiles of axitinib and ponatinib

Co-crystal structures of axitinib bound to ABL1, ABL1(T315l) and VEGFR2 demonstrating different binding conformations

a ABL1 b ABL1(T3185l)

1315

Axitinib Ponatinib

Axitinib forms four hydrogen bonds (dashed lines) with ABL1, two between the ABL1 kinase hinge segment and the axitinib indazole ring and two between
the K271 and Y253 residues and the axitinib amide. A, crystal structure of axitinib (purple) in complex with abll where the a-loop is in an inactive (DFG-
out) conformation. B, axitinib—ABL1(t315i) complex where the a-loop is in an active dfg-in conformation. C, overlay of the abl1-bound conformation of
axitinib, dasatinib (PDB ID: 2GQG) and ponatinib (PDB ID: 3IK3). Ac, a-helix c. D, axitinib bound to VEGFR2 with a DFG-out a-loop.

Pemovska T, et al. Nature 519, 102-105 (05 March 2015) doi:10.1038/naturel14119



Pantinib w 1 linii leczenia PBSz



Cytogenetic and molecular response to frontline ponatinib over time

(n=51)

3 months 6 months 9 months 12 months 18 months
Cytogenetic response
COyR (%) 45/50(90%)  43/46(94%) 37/40(93%)  26/27(96%)  21/20(96%)
PCyR (%) 3/50 (6%) 1/46 (2%) 3/40 (7%) 1/27 (4%) 1/22 (5%)
No CG (%) 2/50 (4%) 2/46 (4%) 0 0 0
Not evaluable 1" (1) 5% (3) 117 (5) 24" (16) 29% (20)
Molecular response
MMR (%) 26/50 (52%)  38/46(83%) 33/40(83%)  22/27 (82%) 20/22(91%)
MR#5 (%) 2/50(4%)  23/46(50%) 51/40(53%)  15/27 (56%)  16/22(73%)
No MMR (%) 24/50(48%)  8/46(17%)  7/40(17%) 5/27 (19%) 2/22(9%)
Not evaluable 1" (1) 5" (3) 11° (5) 24" (16) 29" (20)
Responses according to European Leukemia Net (ELN) categories®
Optimal 48/50 (96%)  43/46 (96%) 22/27 (82%)
Warning 48/50 (4%) 1/46 (2%) 4/27 (15%)
Failure 1/46 (2%) /27 (3%)

CCyR=complete cytogenetic response. PCyR=partial cytogenetic response. CG=cytogenetic response. MMR=major
molecular response. MR45=deep molecular response. *All patients who were not evaluable came off study due to US
Food and Drug Administration warning (indicated in parentheses) or adverse events.

Jain P, et al. Lancet Haematol 2015;2: e376-83



Event-free survival (%)

Event-free survival and BCR-ABL transcript levels at 3 months (<10%
vs >10%) in CML pts terated with ponatinib frontline (n=51)

100 1 11 I wi 1111 1 11 1 11 [ i 1 Ll
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g 40—
5]
25 &
= 20+
Events/total
0/51
0 T T I I T T T T T T T T 0 -10% -10%
0 2 4 b 8 10 12 14 16 18 20 22 24
. . BCR-ABL transcripts at 3 months
Time (months)

Jain P, et al. Lancet Haematol 2015;2: e376-83



Ponatinib first line

Grade 1-2 Grade 3 Grade 4
Non-haematological
Rash* 33 (65%) 2 (4%) o]
Elevated serum lipase 9 (18%) 19 (37%) 4 (B%)
Constipation 26 (51%) o] o]
Pancreatitist 13 (25%) 10(20%) o]
Dry skin orxerosis 22 (43%) Q v}
Abdominal paint 17 (33%) 4 (8%) 0
Headache 17 (33%) 0 0
Armylase 13 (25%) 4(8%) 0
Elevated ALT 14 (27%) 3 (B%) 0
Arthralgia 16 (31%) o] o]
Fatigue 15 (29%) 1(2%) 0
Alopecia 14 (28%) o] o]
Infections (non-nevtropenic)§ 11 (22%) 3 (%) o}
Influenza-like syndrome 11(22%) 0 o}
Elevated AST 9 (18%) 1(2%) 0
Memary impairment 6 (12%) 0 o]
Haematological
Thrombogytopenia 10(33%) S{10%) 2 (4%)
Meutropenia 1(2%) 2 (4%) 4 (8%)
Anaemia 0 [} 2 (4%)
Cardiovascular
Hypertensionfl 8 (16%) 7 (14%) o]
Chest pain|| 8 (16%) o] o]
Raynaud's syndrome 2 (4%) 0 o]
Cerebrovascular events™ 2 (4%) 0 o]
Vaso-occlusive disease 0 3(6%) 0
Acute coronary syndrome 0 1(2%) 0
Myocardial infarction 0 1(2%) 0
Palpitations 1(2%) Q v}
Prolonged QTc interval 1(2%) a 0
Pericarditis 1(2%) 0 0

Adverse events

Data are n (%). No patients had grade 5 adverse events.

ALT=alanine aminotransferase. AST=aspartate aminotransferase. *15
patients had both rash and dry skin. tTen of 23 patients had
symptomatic grade 3 pancreatitis (nine with CT or ultrasound fi ndings
of pancreatitis) and 13 of 23 patients had only chemical pancreatitis;
two patients had a repeated episode of pancreatitis. £11 of 21 patients
had pancreatitis and the other cases were due to constipation or non-
specifi ¢ causes. §Six of 14 patients had more than one episode of
infections. {[Six patients had new-onset hypertension, and nine had
pre-existing hypertension (six had worsening, three were stable); fi ve
patients with grade 3 hypertension were on 45 mg and two on 30 mg
doses. ||One patient had pain due to grade 2 pericarditis

and seven had negative ECG and cardiac enzymes. *One patient had
transient ischaemic attack and stroke; another had transient ischaemic
attack (same patient also developed carotid arterial disease).

Jain P, et al. Lancet Haematol 2015;2: e376-83



Ponatinib first line
Conclusions

« Patients with newly diagnosed CML in chronic phase respond well to
treatment with ponatinib, with most achieving a complete cytogenetic
response

 Dose adjustment, extensive monitoring, and counselling of the patients
for thromboembolic events is needed for patients on ponatinib therapy

« However, due to the risk of vascular thrombotic events and the
availability of alternative options for these patients, other drugs should
be considered first in the frontline setting.

Jain P, et al. Lancet Haematol 2015;2: e376-83



Ponatinib w terapii kolejnego rzutu
u chorych z PBSz



Ponatynib
Dziatania niepozadane zaobserwowane u pacjentéw z CML i Ph+ ALL

C:rupa ukladowo-narzgdowa

Crestosdc

Dzialania nie poradane

Aakarxenia 1 zarazenia
pasoEvinicae

Bard=o cxesto

zakarenie gormnvcech drog oddechowwch

Carestor

sapalernie pluc, posocezmica., zapaleme
mieszkow wilosowwch

Aaburzemia kw1 uklbadua
chionnego

Bard=o czgsto

niedokrmwistosc, mmniejszenie hicezby plvtek
ki, smmigpsxenie hicyzby neutrofils

Crestor

pancytopenia, goraczka meutrop-anicara,
mnielszenie liczby bhaalvech krwinek

Saburzemia metabolizmu
odzy wiaania

Bard=o cxgsto

FMNIC|sFzCenIic apciy iu

Cresto

odwodnienie, zatrevmanie phy o,
hipokalcemia, hiperghkemaa, haperuryvkemaa,
hipofosfatermmia, lhopertrighcerydemoa,
hipokahiemiia. @amnejsFzenie maswy _cilala

Miezbywit cresto

zespol rozpadu guea

Laburzema psyvchicezne

Bard=o czesto

bersennosc

Aaburzema ukltadu
IS TWOAWE 20

Bard=o crgsto

bol glowy . mawroby selowy

Cresto

adarzenie naczy niowo-mo=gowe, udar
niedokmwienny mozgu, neuropatia
obwaodowa, ospatosc, mmugrena. hiperestesja,
hipestezja. parestezja. praemijajacy napad
niedokmwienny

MNiezbyi cresto

Awerenie tetnic mozgowwch

Aaburzema oka

Crestor

nieostre widezeme ., suchosc oka, obragk
okoloocsodolowy . obreek powiek

Miczbwt cresto

sakrzepica vl siatkowk, miedroznosc vl
siatkowkil, miedro@nosce tetnic siathowwka,
aburzenia wid=ema

Aaburzema serca

Cresto

niewwvdolnosc serca, zawal migsmia
sercowe gzo, zastoinowa niewyvdolnose serca.,
choroba niedokrwienna serca, dusznica
bolesna., wysigk osierd=ziowy . migotamie
preedsmwonkow ., zmmige)s-emie fraken

W Lo |

Miecxzbyt cresto

awvwval migsmia sercowego, ostry zespod
wiencowy . dyskomfort ze strony serca.
kardiomopatia medokrmnwvienna, skurce tetnic
wiencowy ch, dyvstfunkoia lewe) komory
sercia. trzepotanie preedsionkoswsw

abursenia nacEy niowe

Bard=o czesto

nadcisnienie tetnicze

Cresto

choroba zarostowa tetrmic obwodowwch,
niedokmwienie obwodowswe | stenoza tetnic
obwodowych, chromamie preestankowe,
sakreepica vl glebokich, uderzema goraca,
mekiledy = zaczernwieniem skory

Miczbwt cresto

slabe Krazenie obwodowe ., zawal sled=zionw,
Fatorowosc #vina, sakreepica #vina

Labur-emia oddechowe, klatka
prersonwwe ] 1 srodplersia

Bardzo cresto

duszno=sc., kaszel

Cresto

zatorowosc plucna., wwvsiek oplucrowy
kKrwawienie » nosa, dystoma, nadoisnienie
plucne

Cortes JE, et al. N Engl J Med 2013. 369(19):1783-96




Ponatynib
Dzialania niepozadane zaobserwowane u pacjentéw z CML i Ph+ ALL (2)

Grupa ukladowo-narzadowa

Czestosé

Dzialania niepozadane

FLaburzenia zoladka 1 jelit

Bardzo czesto

bol jamy brzuszne), biegunka, wyvmioty,
zaparcie, nudnosci, Zwickszenie stezenia
lipazy

Czesto

zapalenie trzustki, zwickszenie stezenia
amylazy we krwi, choroba refluksowa
przelvku, zapalenie jamy ustne],
niestrawnosg, rozdecie jamy brzusznej,
dvskomfort w jamie brzuszne), suchosé ust

Miezbyt czesto

krwotok zoladkowy

FZaburzenia watroby 1 drog
#zolciowych

Bardzo czesto

zwieckszenie aktyvwnoscl aminotransferazy
alaninowe)], zwickszenie aktywnosci
aminotransferazyv asparaginianowe]

Czesto

zwiekszenie stezenia bilirubiny we krwi,
=wigckszenie aktywnosci fostatazy
alkalicznej,
camma-glutamylotranspeptvdazy

Miezbvt czesto

hepatotoksvecznose, zoltaczka

Faburzenia skory 1 tkanki

Bardzo czesto

wysypka, suchosé skory

swedzaca wysypka, zluszczajaca wysypka,
rumien, fysienie, swiad, luszczenie sig skory,

migsniowo-szkieletowego,
tkanki laczne) 1 kosci

. . Czesto nocne poty, nadmierna potliwosc,
podskomnej podbiegniecia, wybroczyny, bal skory,
zluszczajaoe zapalenie skory
7 aburzenia Bardzo czesto bal kosci, bol stawdw, bol migsni, bol

konczvn, bol plecow, kurcze migsni

Czesto

bol migsniowo-szKieletowy, boal szvi, baol
klatki piersiowe]

Zaburzenia ukladu
rozrodczego 1 plersi

Czesto

zaburzenia wzwodu

FZaburzenia ogolne 1 stamy w
miejscu podania

Bardzo czesto

zmeczenie, astenia, obrzek obwodowy
goraczka, bol

Czesto

dreszcze, choroba grypopodobna, bal w
klatce piersiowe) pochodzenia
pozasercowego, powstanie wyczuwalnego
guzka, obrzek twarzy

Cortes JE, et al. N Engl J Med 2013. 369(19):1783-96




Ponatynib
Dziatania niepozadane zaobserwowane u pacjentéw z CML i Ph+ ALL (3)

Test laboratoryjny Wszysey | CP-CML | AP-CML | BP-CML/Ph+ ALL
pacjenci (N=270) (IN=85) (N=94)
(N=449) (%) (%) (%)
(%)
Hematologia

Maloplytkowosc (zmniejszenie 40 35 49 46

liczby plytek)

Neutropenia (zmniejszenie ANC) 34 23 52 32

Leukopenia (zmmejszenie WBC) 25 12 37 53

Niedokrwistosc (zmniejszenie 20 8 il 46

stezenia HGB)

Limfopenia 17 10 25 28

Biochemia

Zwigkszenie aktywnosci lipazy 13 12 13 14

Zmniejszenie stezenia fosforanow 9 9 12 9

Zwickszenie stezenia glukozy 7 7 12 1

Zwigkszenie aktywnosci AIAT 6 4 8 7

Zmnigjszenie stezenia sodu 5 5 6 2

Zwigkszenie aktywnoscl AspAT | 3 6 3

Zwiekszenie stezenia potasu 2 2 1 3

Zwiekszenie fosfatazy alkaliczne| 2 l 4 2

Bilirubina 1 <l 2 l

Zmniejszenie stezenia potasu 2 <] 5 2

Zwigkszenie aktywnosci amylazy 3 3 2 3

Zmniejszenie stezenia wapnia | <] 2 1

AlAT=ammotransferaza alamnowa, ANC=bezwzgledna liczba neutrofili, AspAT=aminotransferaza
asparaginowa, HGB=hemoglobina, WBC=liczba bialych krwinek.

*Zgloszone wg wspolnych kryteriow oceny zdarzen niepozadanych Narodowego Instytutu Raka
(NCI-CTCAE) wersj1 4.0.

Cortes JE, et al. N Engl J Med 2013. 369(19):1783-96



Odpowiedz na ponatynib w zaleznosci od typu i fazy choroby
podstawowej, opornosci na wczesniej zastosowane leczenie (dazatynib
lub nilotynib) lub tez obecnosci mutacji T3151 genu BCR-ABL

A Chronic-Phase CML
B Total M Resistance or side effects = T315| —Total —Resistance or side effects —T315I —Total — Resistance or side effects —T315I
(N=267) (N=203) (N=64)  (N=149) (N=104) (N=45)  (N=267) (N=203) (N=64)
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Cortes JE, et al. N Engl J Med 2013. 369(19):1783-96



Odpowiedz na ponatynib w zaleznosci od typu i fazy choroby
podstawowej, opornosci na wczesniej zastosowane leczenie (dazatynib
lub nilotynib) lub tez obecnosci mutacji T3151 genu BCR-ABL

B Accelerated-Phase CML

B Total M Resistance or side effects = T315| — Total — Resistance or side effects —T315I —Total — Resistance or side effects —T315I
(N=83) (N=65) (N=18) (N=46) (N=37) (N=9)  (N=83) (N=65) (N=18)
S S
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Odpowiedz na ponatynib w zaleznosci od typu i fazy choroby
podstawowej, opornosci na wczesniej zastosowane leczenie (dazatynib
lub nilotynib) lub tez obecnosci mutacji T3151 genu BCR-ABL

C Blast-Phase CML

B Total [ Resistance or side effects = T315l —Total —Resistance or side effects —T3151  —Total — Resistance or side effects — T315I
(N=62) (N=38) (N=24)  (N=19) (N=12 (N=7)  (N=62) (N=33 (N=24)
o o
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Odpowiedz na ponatynib w zaleznosci od typu i fazy choroby
podstawowej, opornosci na wczesniej zastosowane leczenie (dazatynib
lub nilotynib) lub tez obecnosci mutacji T3151 genu BCR-ABL

D Ph-Positive ALL

B Total M Resistance or side effects T315I —Total — Resistance or side effects —T315  —Total — Resistance or side effects —T315I
(N=32) (N=10) (N=22) (N=13) (N=5) (N=8) (N=32) (N=10) (N=22)
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Odpowiedz w zaleznosci od wczesniejszego leczenia
u pacjentow z CML w fazie przewlekiej

Zmienna

Wszyscy pacjenci

Pacjenci z opornoscia lub

nie akceptowalnymi
dziataniami
niepozadanymi

Mutacja T315I

% (95% CI)

% (95% Cl)

% (95% CI)

Wczesniejsze leczenie jednym zarejestrowanych IKT* 19t 4 12

Wieksza odpowiedz cytogenetycznat 79 (54-94) 50 (7-93) 83 (52-98)
Catkowita odpowiedz cytogenetyczna 74 (49-91) 50 (7-93) 75 (43-95)
Wieksza odpowiedz molekularna 47 (24-71) 0 67 (35-90)
Wczeséniejsze leczenie dwoma zarejestrowanych iKT* 98 68 30

Wieksza odpowiedz cytogenetycznat 67 (57-76) 63 (51-75) 77 (58-90)
Catkowita odpowiedz cytogenetyczna 56 (46-66) 49 (36-61) 73 (54-88)
Wieksza odpowiedZz molekularna 36 (26-46) 28 (18-40) 53 (34-72)
Wczesniejsze leczenie trzema zarejestrowanych IKT* 141 119 22

Wieksza odpowiedz cytogenetycznat 45 (37-54) 44 (35-53) 55 (32-76)
Catkowita odpowiedz cytogenetyczna 39 (31-48) 37 (28-46) 50 (28-72)
Wieksza odpowiedz molekularna 33 (26-42) 29 (21-38) 55 (32-76)
Wczesniejsze leczenie czterema zarejestrowanych IKT* 12 12

Wieksza odpowiedz cytogenetycznat 58 (28-85) 58 (28-85) —
Catkowita odpowiedz cytogenetyczna 25 (5-57) 25 (5-57) —
Wieksza odpowiedz molekularna 8 (0.2-38) 8 (0.2-38) —




Wskazania do stosowania ponatynibu

* u dorostych pacjentow z:

- fazg przewlektg, fazg akceleracji lub fazg przetomu blastycznego
przewlektej biataczki szpikowej (CML) z opornoscig lub nietolerancja
leczenia dazatynibem lub nilotynibem i dla ktorych kolejne leczenie
imatynibem nie jest wtasciwe ze wzgledow klinicznych, lub u pacjentow
z mutacjg T315l

- ostrg biataczkg limfoblastyczng z obecnoscig chromosomu Filadelfia
(Ph+ ALL) z opornoscig lub nietolerancjg leczenia dazatynibem i dla
ktorych kolejne leczenie imatynibem nie jest wtasciwe ze wzgledow
klinicznych, lub u pacjentow z mutacjg T315l

ChPL 2015, aneks |



Ponatynib

e przed rozpoczeciem nalezy oceniC stan uktadu krgzenia pacjenta, wraz z
wywiadem i badaniem przedmiotowym, | podjgC czynne dziatania w celu
ograniczenia czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego

* podczas leczenia ponatynibem nalezy w dalszym ciggu monitorowac 3 stan
uktadu krgzenia i odpowiednio dostosowywac leczenie zachowawcze |
podtrzymujgce w przypadku standw zwiekszajgcych ryzyko sercowo-
naczyniowe

ChPL 2015, aneks |



Ponatynib

Dawkowanie

zalecana dawka poczatkowa wynosi 45 mg raz na dobe.
Dostepne sg tabletki powlekane 45 mg umozliwiajgce
podawanie standardowe] dawki 45 mg

leczenie nalezy kontynuowac do stwierdzenia u pacjenta
oznak progresji choroby lub niedopuszczalnej toksycznosci

w trakcie terapii nalezy sledzi¢ odpowiedz na zastosowane
leczenie zgodnie ze standardowymi wytycznymi klinicznymi

nalezy rozwazycC przerwanie leczenia ponatynibem w razie
nie osiggniecia catkowitej odpowiedzi hematologicznej w
ciggu 3 miesiecy (90 dni)

ChPL 2015, aneks |



Postepowanie w razie wystapienia objawow
toksycznosci ponatynibu

* W leczeniu hematologicznej i niehematologicznej toksycznosci nalezy

rozwazyC modyfikacje dawki lub przerwanie podawania leku

* W razie wystgpienia ciezkich dziatan niepozgdanych nalezy wstrzymac

leczenie

u pacjentow, u ktorych dziatania niepozadane ustapity lub zmniejszyto sig ich
nasilenie, jesli jest to uzasadnione klinicznie mozna rozwazyC wznowienie
podawanla leku | stopniowe zwiekszenie dawki do dawki dobowej] podawane;
przed wystgpieniem okreslonego dziatania niepozgdanego

ChPL 2015, aneks |



Ponatynib (Iclusig)

toksycznosc hematologiczna

Tabelal Modyvfikacje dawki w przypadku mielosupresji

Pierwsze wystapienie:

»  Wstrzymac podawanie produktu Iclusig 1 wznowi¢ podawanie
poczatkowej dawki 45 mg po powrocie do ANC = 1,5x 10711
liczby plytek = 75 x 10°/]

ANC* < 1.0x 10%01
albo
liczba plytek < 50 x 1071

Drugie wystapienie:

*  Wstrzymac podawanie produktu Iclusig 1 wznowi¢ podawanie
dawki 30 mg po powrocie do ANC = 1,5 x 10%/1 i liczby plytek
=75x 1071

Trzecie wystapienie:

o  Wstrzymac podawanie produktu Iclusig 1 wznowic podawanie
dawki 15 mg po powrocie do ANC = 1.5 x 1071 i liczby plytek
=75 % 107/

*ANC = calkowita liczba neutrofili

ChPL 2015, aneks |




Ponatynib (Iclusig)

Objawy okluzji naczyniowej

* W razie podejrzewania wystgpienia u pacjenta zdarzenia zakrzepowego w
obrebie tetnicy nalezy natychmiast przerwac leczenie

* decyzja o wznowieniu leczenia po ustgpieniu zdarzenia powinna bycC oparta
na ocenie stosunku korzysci do ryzyka

Uwaga:

nadcisnienie moze zwiekszac ryzyko zdarzen zakrzepowych w naczyniach
tetniczych.

Jezeli nadcisnienie nie da sie opanowac leczeniem farmakologicznym,
nalezy tymczasowo wstrzymac stosoanie leku

ChPL 2015, aneks |



Modyfikacje dawki w przypadku zapalenia trzustki i zwiekszenia
aktywnosci lipazy/amylazy

Zapalenie trzu;;tki-smpt:uia 2| (lub)
bezobjawowe zwickszene Kontynuowac leczenie produktem Iclusig w te) same) dawce.
aktywnosci lipazy/amylazy

Wystapienie przy dawce 45 mg:

« Wstrzymac Iclusig 1 wznowic leczenie w dawce 30 mg po

Tvlko bezobjawowe zwigkszenie powrocic do E.sm.pnia L (= 1,5x IGGN)
- L _ ’ Ponowne wystapienie przy dawce 30 mg:

akt}-w_'nnsm lipazy/amylazy .« W ‘maé Iclusic i el o w dawce 15

stopnia 3. lub 4. (> 2.0 x IGGN¥) strzymac Iclusig 1 wznowi¢ leczenie w dawcee 15 mg po

powrocie do < stopnia 1. (< 1,5 x IGGN)

Ponowne wystapienie przy dawce 15 mg:

*» Rozwazy¢ przerwanie leczenia produktem Iclusig

Wystapienie przy dawce 45 mg:

o Wsirzymac Iclusig 1 wznowic leczenie w dawce 30 mg po
powrocie do = stopria 2.

Ponowne wystapienie przy dawce 30 mg:

» Wstrzymac Iclusig 1 wznowic leczenie w dawce 15 mg po
powrocie do < stoprua 2.

Ponowne wystapienie przy dawce 15 mg:

« Rozwaive przerwanie leczenia produktem Iclusig

Lapalenie trzustki stopnia 4. Przerwac leczenie produktem Iclusig

*1GGN = gorna granica normy przyjeta w dane) instytuc)l

Lapalenie trzustki stopnia 3.

ChPL 2015, aneks |



Ponatynib (Iclusig)

Inne sytuacje szczegolne

Pacjenci w podesztym wieku

- wsrod 449 pacjentow biorgcych udziat w badaniu klinicznym 155 (35%) byto w wieku = 65 lat. W
porownaniu do pacjentow wieku < 65 lat, u starszych pacjentow wieksze byto prawdopodobienstwo
wystgpienia dziatan niepozgdanych

Pacjenci z zaburzeniem czynnosci watroby

- mogg otrzymac zalecang dawke poczgtkowg. Zaleca sie jednak ostroznosc¢ przy podawaniu produktu
Iclusig pacjentom z ciezkim zaburzeniem czynnosci watroby

Pacjenci z zaburzeniem czynnosci nerek

- wydalanie przez nerki nie jest waznym szlakiem eliminacji ponatynibu. Pacjenci z szacowanym
klirensem kreatyniny = 50 ml/min powinni by¢ w stanie bezpiecznie przyjmowac¢ produkt Iclusig bez
dostosowywania dawki. Nalezy zachowac¢ ostroznosc¢ u chorych z szacowanym klirensem kreatyniny <
50 mi/min lub w schytkowej fazie niewydolnosci nerek.

Dzieci | mtodziez

- nie okreslono bezpieczenstwa stosowania i skutecznosci produktu leczniczego Iclusig u pacjentow w
wieku ponizej 18 lat

ChPL 2015, aneks |



Ponatynib (Iclusig)

Powiktania krwotoczne

u pacjentow otrzymujgcych lek odnotowano wystepowanie powaznych epizodow krwawienia
| krwotokow, w tym przypadki zakonczone zgonem

czestos¢ wystepowania powaznych epizodow krwawienia byta wieksza u pacjentow z AP-
CML, BP-CML i Ph+ ALL

najczesciej zgtaszane powazne epizody krwawienia obejmowaty krwotok mézgowy i krwotok
Z przewodu pokarmowego

wiekszosc¢ zdarzen krwotocznych, cho¢ nie wszystkie, wystgpita u pacjentow z
matoptytkowoscig stopnia 3/4

ChPL 2015, aneks |



The BCR-ABL inhibitor ponatinib inhibits platelet immunoreceptor
tyrosine-based activation motif (ITAM) signaling, platelet activation
and aggregate formation under shear

« ponatinib, similar to other TKIs, acts as a platelet antagonist.
Ponatinib inhibited platelet activation, spreading, granule secretion,
and aggregation, likely through broad spectrum inhibition of platelet
tyrosine kinase signaling, and also inhibited platelet aggregate
formation in whole blood under shear

« the adverse cardiovascular events observed in patients taking
ponatinib may be the result of the effect of ponatinib on other organs
or cell types, or disease-specific processes, such as BCR-ABL+
cells undergoing apoptosis in response to chemotherapy, or drug-
iInduced adverse effects on the integrity of the vascular endothelium
In ponatinib-treated patients

Loren CP, et al. Thrombosis Research 2015;135:155-160



Ponatynib (Inclusig)

Interakcje z produktami leczniczymi

nalezy zachowac ostroznosc¢ podczas jednoczesnego stosowania leku z umiarkowanymi i
silnymi inhibitorami CYP3A takimi jak: ketokonazol, klarytromycyna, indynawir, itrakonazol,
ketokonazol, nefazodon, nelfinawir, rytonawir, sakwinawir, telitromycyna, troleandomycyna,
worykonazol oraz sok grejpfrutowy)

nalezy unikac tgcznego stosowania leku z silnymi induktorami CYP3A takimi jak
karbamazepina, fenobarbital, fenytoina, ryfabutyna. ryfampicyna oraz ziele dziurawca

u pacjentow zagrozonych wystepowaniem epizodow krwawienia nalezy zachowac
ostroznosc¢ w razie jednoczesnego stosowania ponatynibu i lekow przeciwzakrzepowych

Jak dotad nie przeprowadzono bowiem formalnych badan oceniajgcych jednoczesne
stosowanie ponatynibu i lekow przeciwzakrzepowych

ChPL 2015, aneks |



Strategia postepowania terapeutycznego u chorych z CML w fazie akceleracji lub
przetomu blastycznego wedtug ELN 2013

Rodzaj Leczenie
chorych
AP lub BP u nowo IM 400mg 2xdz
zdiagnozowanych lub
chorych nie Dazatynib 140mg 1xdz
eksponowanych na Poszukiwanie dawcy komodrek macierzystych
IKT Przeprowadzenie HSCT jest rekomendowane u wszystkich chorych w

BP oraz u chorych w AP bez odpowiedzi optymalnej
Niektorzy chorych moga wymagac zastosowania chemioterapii przed
allo-HSCT w celu kontroli aktywnosci choroby

Progresja do AP lub Kazdy IKT ktorych nie byt stosowany przed progresjg do AP/BP

BP u chorych (ponatynib w przypadku obecnosci mutacji T315l). Potem allo-HSCT u
uprzednio leczonych | wszystkich chorych
IKT

Chemioterapia jest czesto niezbedna aby przygotowac te kategorie
pacjentow do allo-HSCT




Wskazania do wykonania badania w kierunku obecnosci mutacji domeny kinazowej genu
BCR-ABL1 u chorych na przewlekta biataczke szpikowa wedtug National Comprehensive
Cancer Network (v. 4.2013)

A. Faza przewlekta

— u chorych z nieadekwatng odpowiedzig poczgtkowg (niepowodzenie w zakresie
uzyskania MCyR lub BCR-ABL1/ABL < 10% po 3 miesigcach terapii, lub CCyR po 121 18

miesigcach leczenia)
— w przypadkach utraty uzyskanej odpowiedzi (hematologicznej lub cytogenetycznej) albo
wzrostu liczby kopii transkryptu BCR-ABL1/ABL o 1 log i utraty MMoIR

B. Progresja choroby do fazy akceleracji lub fazy kryzy
blastyczne]

CCyR — catkowita odpowiedz cytogenetyczna; MCyR — wieksza odpowiedz cytogenetyczna; MMolR — wieksza
odpowiedz molekularna; 1 log — 10-krotny wzrost



Zalecane postepowanie w przypadku stwierdzenia obecnosci mutacji domeny kinazowej
genu BCR-ABL1 wedlug National Comprehensive Cancer Network (v. 4.2013)

Mutacja Postepowanie
T315] Ponatynib (preferowany) lub omecateksyna, rozwaz wykonanie
HSCT lub udziat w badaniu klinicznym
E299L Rozwaz zastosowanie ponatynibu, nilotynibu lub omecateksyny
T315A Rozwaz zastosowanie ponatynibu, nilotynibu, imatynibu, bosutyni- bu

lub omecateksyny

F317L/V/l/C Rozwaz zastosowanie ponatynibu, nilotynibu, bosutynibu lub
omecateksyny

Y253H E255V/K, | Rozwaz zastosowanie ponatynibu, dazatynibu, bosutynibu lub
F359V/C/I omecateksyny

Inne mutacje Rozwaz zastosowanie ponatynibu, duzych dawek imatynibu, daza-
tynibu, nilotynibu, bosutynibu lub omecateksyny




Harmonogram wykonywania badan laboratoryjnych stuzacych ocenie
odpowiedzi na leczenie u chorych na przewlekig biataczke szpikowa
zaproponowany przez Polish Adult Leukemia Group w 2013 roku

Badanie Opis, terminy wykonania
Morfologia krwi DGN; przynajmniej co 2 tygodnie do potwierdzenia CHR,
obwodowej nast¢pnie przynajmniej raz na 3 miesigce lub wedlug potrzeby
Trepanobiopsja DGN (opcjonalnie)
Cytogenetyka DGN; po 3 m-cach w przypadku BCR/ABL IS >10%; po 6

klasyczna (punkcja
szpiku)

m-cach w przypadku BCR/ABL >1%; po 12 m-cach,
nastepnie co 12 m-cy, jesli regularna kontrola RQ nie jest
mozliwa niepowodzenie (opornos¢ pierwotna 1 wtorna),
niewyjasniona niedokrwisto$¢, leukopenia lub

matoplytkowos¢
Molekularne RT-PCR | DGN
multipleks
RQ-PCR [IS]* co 3 m-ce

Analiza mutacji genu
BCR-ABL

niepowodzenie leczenia, progresja do bardziej
zaawansowanej fazy PBSz, utrata MMR; zawsze przed
zmiang na inny TKI z powodu opornosci




Wskazania do wykonania allogenicznego przeszczepienia komorek macierzystych szpiku
u chorych z CML wedlug zasad obowigzujagcych w Hammersmith Hospital, 2013

Pierwsza faza Faza akceleracji Faza przetomu blastycznego
przewlekta

Niepowodzenie Mniej Przypadki na Przeszczepienie nalezy
terapii za pomoca Zzaawansowana pograniczu przeprowadzic jak najszybciej po
dostepnych TKI faza akceleracji rozpoznania uzyskaniu fazy przewlektej choroby
(poszukiwanie w chwili fazy blastycznej | w wyniku stosowania TKI lub
dawcy komorek rozpoznania — oraz chorzy z chemioterapii (nalezy rozwazyc
hematopoetycznych | leczenie jak w objawami nastepowe leczenie za pomoca TKI
powinno zostac przypadku transformacji do | 2- generacji po stwierdzeniu
zainicjowane po pierwszej fazy fazy akceleracji przyjecia przeszczepu)
niepowodzeniu przewlektej w trakcie
terapii 1-linii za leczenia TKI -
pomocya TKI) leczenie jak w

przypadku fazy

blastycznej

Pavlu J, Apperley J. Curr Hematol. Malig. Rep. 2013;8:43-51



Wskazania do HSCT w PBSz

wg Baccarrani M, ELN Meeting, Berlin 20914

+ Wyjsciowo:
- nigdy
e 2-linia:
- zawsze w fazie blastycznej niezaleznie od odpowiedzi na IKT

- zawsze w fazie akceleracji jesli odpowiedz na IKT jest gorsza niz optymalna
- nigdy a fazie przewlekte;

e 3linia:

- zawsze jesli odpowiedz na IKT 2-generacji jest gorsza niz optymalna



Ryzyko smiertelnosci zwigzanej z przeszczepieniem (TRM)

Parametr Czynnik Punkty
Typ dawcy Rodzenstwo zgodne w HLA 0
Dawca niespokrewniony zgodny w HLA 1
Zaawansowanie choroby | Faza przewlekta (pierwsza) 0
Faza akceleracji 1
Inne 2
Wiek chorego (biorcy) <20 lat 0
20-40 lat 1
>40 lat 2
Ple¢ biorcy/dawcy Inne 0
Megzczyzna biorca/kobieta dawca 1
Czas od rozpoznania <12 miesiecy 0
choroby > 12 miesigcy 1

*- niskie ryzyko transplantacyjne wg EBMT - score 0 do 2



Prawdopodobienstwo przezycia chorych z PBSz po
przeszczepieniu komoérek hematopoetycznych od zgodnego
w HLA dawcy rodzinnego w zaleznosci fazy choroby oraz
roku zabiegu, lata 1998-2008

100 100
90 90
80 80

CP, 2001-2008 (N=2,412)
70 70
60 CP, 1998-2000 (N=2,302) o0,
50 AP, 2001-2008 (N=314) 50
40 AP, 1998-2000 (N=301) 40
30 30
P < 0.0001
0 0



Survival after HLA-identical Sibling
Donor Transplants for CML, 2001-2011
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Mortality, %

100-day Mortality after Unrelated
Donor Transplants, 2010-2011
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