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INTRODUZIONE

NEOPLASIE MIELOPROLIFERATIVE CRONICHE CROMOSOMA PHILADELPHIA NEGATIVE

Le Neoplasia Mieloproliferative croniche (NMP) rappresentano un gruppo di disordini
ematologici che originano dalla trasformazione neoplastica di una cellula staminale
pluripotente e caratterizzati dalla proliferazione clonale di uno o piu progenitori
emopoietici nel midollo osseo e in sedi extramidollari (Vannucchi, Guglielmelli et al.
2009).

Nel 1951 W. Demeshek ha raggruppato sotto il termine di malattie mieloproliferative
croniche quattro disordini tra loro correlati fisiopatologicamente e clinicamente: la
Policitemia Vera (PV), la Trombocitemia Essenziale (TE), la Mielofibrosi cronica idiopatica
(IMF) e la Leucemia mieloide cronica (CML) (Dameshek 1951).

L'identificazione del cromosoma Philadelphia e la presenza di caratteristiche cliniche
peculiari ha indotto a considerare la leucemia mieloide cronica come un’entita nosologica
a se stante (Tefferi 2008). Quest’ultima & infatti una neoplasia a cui & stata attribuita
un’alterazione citogenetica e molecolare specifica: la traslocazione reciproca t(9;22) (q34;
ql1l) che porta alla formazione sia di un cromosoma denominato Philadelphia e sia,a
livello molecolare, di un oncogene di fusione chimerico BCR-ABL che codifica per una
fosfoproteina anomala piu frequentemente di 210 kD (p210) ad attivita tirosinchinasica .
Successivamente nel 2001 [’'Organizzazione Mondiale della Sanita (World Health
Organization-WHO) ha incluso sotto il termine di malattie mieloproliferative croniche Ph-
negative (MPDc) anche entita meno frequenti come la leucemia neutrofilica cronica
(CNL), la sindrome ipereosinofila (HES), la leucemia eosinofilica cronica (CEL) e la
mastocitosi sistemica (SMCD)(Vardiman, Harris et al. 2002).

Le NMP sono malattie relativamente comuni, ad appannaggio soprattutto dell’eta media
e avanzata, con tassi di incidenza compresi tra 3.5 e 12.6 nuovi casi per 100.000 abitanti
I’'anno. Inoltre I'incidenza sembra in rapida evoluzione, da un lato a causa del progressivo
aumentare dell’eta, dall’altro in virtu dell’affinamento delle tecniche diagnostiche.

La diagnosi differenziale tra le NMP Ph-negative risulta spesso difficile a causa della
mancanza di alterazioni citogenetiche specifiche e della frequente sovrapposizione dei

quadri clinici sia tra le diverse entita sia con sindromi mielodisplastiche/mieloproliferative
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(ad es. la leucemia mieloide cronica atipica e la leucemia mielomonocitica cronica) e
forme cosiddette reattive (Thiele, Kvasnicka et al. 2006; Orazi and Germing 2008; Tefferi,
Skoda et al. 2009). L’analisi citogenetica dimostra la presenza di anomalie cromosomiche
in meno del 30% dei casi e nessuno dei difetti riscontrati ricorre abbastanza
frequentemente per poter essere considerato specifico di una di queste patologie.
Caratteristico € il coinvolgimento dei cromosomi 8, 9 e 20; la perdita dell’eterozigosi del
braccio corto del cromosoma 9 e stata riportata come I'anomalia citogenetica piu
frequente nella PV (Kralovics, Guan et al. 2002). Le alterazioni cromosomiche alla diagnosi
non hanno un ruolo nella prognosi, mentre sono indice di evoluzione se compaiono in
corso di malattia.

Evidenze sperimentali descrivono nella patogenesi delle diverse malattie il
coinvolgimento di geni di fusione ad attivita tirosinchinasica che, come BCR-ABL, sono
implicati in vie di traduzione del segnale aberranti. Tra questi PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 e
JAK2 in rari casi di leucemia mieloide cronica atipica (aCML), leucemia mielomonocitica
cronica (CMML) e sindromi mieloproliferative associate ad eosinofilia; e il gene KIT nelle
forme di mastocitosi sistemica. Altre osservazioni nei vari sottotipi di NMP mostrano
I'ipersensibilita delle cellule mieloidi a fattori di crescita e citochine, incremento
dell’espressione del fattore antiapoptotico Bcl-XL e attivazione di STAT3 o STATS,
elementi a valle della via di segnalazione tirosin chinasica (Cross and Reiter 2002;
Delhommeau, Pisani et al. 2006; Cross, Daley et al. 2008).

Da un punto di vista biologico, gli elementi che accomunano queste patologie sono il
coinvolgimento di un progenitore emopoietico multipotente, la predominanza del clone
neoplastico sui progenitori ematopoietici non trasformati, I'eccessiva proliferazione di
una o piu linee cellulari emopoietiche in assenza di uno stimolo noto, la crescita in vitro di
colonie indipendentemente dalla presenza di fattori di crescita (EPO, IL-3, SCF, GM-CSF,
IGF-1), I'emopoiesi extramidollare, che raggiunge il suo massimo nella mielofibrosi,
alterazioni sempre piu profonde dei processi non solo maturativi ma anche di quelli
inerenti la differenziazione cellulare, col risultato finale di un incremento progressivo
della componente cellulare blastica fino alla possibile configurazione di un quadro
midollare e periferico sovrapponibile a quello della leucemia acuta (Spivak, Barosi et al.
2003).

La patogenesi molecolare di questi disordini & stata ulteriormente definita nel 2005 con Ia

scoperta della prima alterazione genetica ricorrente, che consiste in una mutazione
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puntiforme G>T alla posizione 1849 nell’esone 14 del gene JAK2, caratterizzata dalla
sostituzione di una valina con una fenilalanina nel codone 617 (V617F). In seguito sono
state scoperte la mutazione del gene MPL (recettore per la trombopoietina)
rappresentata dalla sostituzione nucleotidica W>L/K/A al codone 515 e le mutazioni,
inserzioni o delezioni nell’esone 12 del gene JAK2. La maggior parte dei pazienti con PV
risulta positivo per la mutazione V617F del gene JAK2 (circa il 95%) o recante anomalie
nell’esone 12 (circa il 2%) mentre mutazione di MPL non sono ancora state riscontrate in
guesto tipo di disordine; soltanto il 60% dei pazienti con TE e MF risulta avere la
mutazione JAK2V617F e in circa I'8% si riscontra la mutazione MPL W515K/L/A o altre
infrequenti mutazioni. TE e MF sembrano non coinvolte da anomalie nell’esone 12
(Levine and Gilliland 2007). Queste anomalie molecolari sottolineano una proliferazione
clonale e si pongono come il maggior criterio di diagnosi dal 2008 nella nuova
classificazione WHO (Tefferi, Thiele et al. 2007). Tali mutazioni, definite come “gain of
function” (Cazzola and Skoda 2005), conferiscono alla cellula indipendenza da fattori di
crescita e sono in grado di indurre una patologia mieloproliferativa se espresse in modelli
murini. L'osservazione delle caratteristiche patologiche riscontrate nei modelli murini
sottolineano un ruolo centrale della mutazione V617F nelle NMP, nonostante cio molti
quesiti rimangono ancora insoluti: come ,ad esempio, una singola mutazione sia in grado
di determinare fenotipi clinici differenti (Vannucchi, Antonioli et al. 2008). A tale
proposito sono varie le possibili risposte. La prima fra queste e’ il diverso livello
gerarchico del progenitore staminale coinvolto dall’evento mutazionale. La presenza
dell’allele V617F e’ stata dimostrata nei progenitori linfo-mieloidi comuni sia nelle PV che
nelle MF ma recenti osservazioni suggeriscono un’interessante differenza fra i due
disordini; la maggior parte delle cellule staminali ematopoietiche con capacita di
ripopolamento SCID nelle PMF e nelle mielofibrosi post-policitemiche sono risultate
JAK2V617F mutate mentre nelle PV la maggior parte delle cellule staminali risulta JAK2
wild-type. Un’altra considerazione e’ che differenti patologie sono associate con un
diverso livello di attivazione della pathway segnalatoria di JAK/STAT come conseguenza
della “quantita” dell’allele mutato JAK2V617F. Si riscontrano comunque differenze nel
carico medio dell’allele V617F nei granulociti da sangue periferico, infatti si trovano livelli
piu alti nei pazienti con PV e minori in quelli con TE. Lo stato omozigote della mutazione
V617F, che ha origine dalla ricombinazione mitotica del braccio corto del cromosoma 9, €’

presente in circa il 30% dei pazienti con PV e PMF mentre e’ circa il 2-4% nei pazienti con
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TE. Proporzioni variabili di progenitori wild-type, eterozigoti e omozigoti sono presenti
nella maggior parte dei pazienti con PV, mentre nelle TE risulta rara la presenza di
progenitori omozigoti. | progenitori eritroidi mutati sono piu sensibili all’eritropoietina
rispetto ai progenitori normali e la maggior parte delle colonie eritroidi spontanee (EEC)
sono originate da progenitori omozigoti. La correlazione fra carico allelico e fenotipo
clinico della patologia e’ indirettamente supportata anche da osservazioni in modelli
animali e i recenti modelli murini transgenici generati suggeriscono come tutte le tre
NMP, inclusa la trombocitosi, possano essere riprodotte in dipendenza dal livello
dell’allele JAK2 mutato. Dall’altro lato, la possibilita che altri geni, oltre a JAK2V617F e
MPLW515K/L/A, siano coinvolti nella patogenesi delle NMP e’ supportata non solo dal
fatto che circa il 40% dei pazienti con ET e IMF ancora non abbia un marcatore
molecolare, ma anche dalla mancata correlazione fra il carico dell’allele V617F e la
guantificazione dell’ematopoiesi clonale attraverso I'analisi del pattern di attivazione del
cromosoma X (X-CIP) o la quota di cellule recanti uno specifico difetto cromosomico, ie
del20g- (Antonioli, Guglielmelli et al. 2005; Schaub, Jager et al. 2009). Sebbene la
presenza dell’allele V617F sia strettamente associata alla crescita delle colonie
eritropoetina-indipendenti, in pazienti con PV sono state riscontrate EEC JAK2 wild-type
(Nussenzveig, Swierczek et al. 2007). Inoltre, le cellule blastiche di leucemia mieloide
acuta che si sviluppano in pazienti con una precedente NMP JAK2V617F-positiva possono
essere JAK2V617F-negative poiché originatesi da una cellula staminale ematopoietica non
mutata all’origine della NMP stessa (Theocharides, Boissinot et al. 2007). Infine, ulteriori
caratteristiche individuali, comprendenti predisposizioni genetiche, possono essere
coinvolti nell’eterogeneita’ di queste malattie come supportato da recenti studi su un
singolo polimorfismo che e’ stato preferenzialmente associato a PV.

In seguito all'impatto nella diagnostica di questa serie di alterazioni molecolari, nel 2008 il
WHO ha rivisto nuovamente la classificazione delle forme mieloproliferative croniche Ph-
negative definendole neoplasie mieloproliferative ph-negative (NMP) (Tabella 1) (Tefferi,

Thiele et al. 2007; Swerdlow 2008)

Tabella 1: Criteri diagnostici per policitemia vera (PV), trombocitemia essenziale (ET) e mielofibrosi
primitiva (PMF) secondo I'Organizzazione Mondiale della Sanita (World Health Organization, WHO 2008)
*per la diagnosi di PV sono richiesti entrambi i criteri maggiori ed almeno uno dei criteri minori oppure il

primo criterio maggiore ed almeno due dei criteri minori.

* Per la diagnosi di ET sono richiesti tutti i criteri maggiori.
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* Per la diagnosi di PMF sono richiesti tutti e tre i criteri maggiori ed almeno due dei criteri minori.

*** Megacrariociti di piccola o grande taglia con alterato rapporto nucleo-citoplasmatico , nuclei ipolobulati

ipercromatici e riuniti in cluster **oppure valori di emoglobina (Hgb) o ematocrito o(Hct ) > 99" percentile

del range di riferimento corretto per eta, sesso o altitudine di residenza oppure una massa eritrocita ria >

25% del valore medio di normalita.

2008 WHO Diagnostic Criteria

PV* ET* PMF*
Major 1 Hgb > 18.5 g/dL (men) Platelet count > 450 x Megakaryocyte proliferation
10%/L and atypia*** accompanied by either
criteria >16.5 g/dL (women) vp P Y
reticulin and/or collagen fibrosis,
or or
Hgb > 17 g/dL (men), In the absence of reticulin fibrosis,
the megakaryocyte changes must
or > 15 g/dL (women
g/dL( ) be accompanied by increased
if associated with a sustained marrow cellularity, granulocytic
proliferation and often decreased
increase of > 2 g/dL from baseline that
erythropoiesis (i.e. pre-fibrotic PMF).
can not be attributed to correction of
iron deficiency
or**
2 Presence of JAK2V617F Megakaryocyte Not meeting WHO criteria for CML,
L . proliferation with .
or similar mutation PV, MDS, or other myeloid neoplasm
large and mature
morphology.
No or little granulocyte
or erythroid
Proliferation.
Not  meeting WHO Demonstration of JAK2V617F
criteria for CML, PV, or other clonal marker
or
PMF, MDS or other -
. no evidence of reactive marrow
myeloid neoplasm
fibrosis
Demonstration of
JAK2V617F
or other clonal marker
or no evidence of
reactive thrombocytosis
Minor 1 | BM trilineage myeloproliferation Leukoerythroblastosis
criteria 2 | Subnormal serum Epo level Increased serum LDH

3 | EECgrowth

Anemia

Palpable splenomegaly




POLICITEMIA VERA E TROMBOCITEMIA ESSENZIALE

La policitemia vera (PV) & una delle piu comuni patologie mieloproliferative croniche,
caratterizzata da espansione clonale della linea eritroide, diversamente associata a
trombocitosi e leucocitosi.

Ha un’incidenza di circa 0.79 casi/100.000 I'anno, e rappresenta il 45% delle MPNs; la
sopravvivenza media a 3 anni e dell’88% (Rollison 2008).

L’eta media alla diagnosi & di 60 anni. E altresi documentato che il 5% dei pazienti con PV
ha meno di 40 anni, e solo lo 0,1% ne ha meno di 20 (Rollison, Howlader et al. 2008)
(Berlin 1975).

La PV e sostenuta da un’iperplasia generalizzata del midollo osseo con espansione
prevalente della linea eritroide che e in larga parte indipendente dal fattore di crescita
fisiologico, I'eritropoietina (EPO). Questo aspetto si manifesta in vitro con la formazione
spontanea di colonie eritroidi in assenza di EPO esogena (Prchal and Axelrad 1974). Le
basi molecolari di tali alterazioni sono state attivamente studiate e hanno trovato di
recente una possibile spiegazione con I'aumentata funzione della proteina JAK2. Alcuni
dati sperimentali hanno dimostrato che i progenitori eritroidi sono ipersensibili anche ad
altri fattori di crescita, come il GM-CSF, l'interleuchina 3, IGF-1 e la trombopoietina.
Questa osservazione ha suggerito un’anomalia intracellulare piu generalizzata, quale
un’anomalia della trasduzione del segnale, piuttosto che di uno specifico difetto
recettoriale. Si & anche osservato che i precursori eritroidi nel paziente con PV esprimono
la proteina anti-apoptotica bcl-xI molto piu intensamente rispetto al normale. Inoltre,
nella PV, anche le cellule eritroidi piu mature, che normalmente non esprimono bcl-xI|
presentano livelli misurabili della proteina (Fernandez-Luna 1999). Alcuni fattori di
crescita emopoietici come IGF-1, agiscono in parte sopprimendo I'apoptosi cellulare.
Pertanto l'ipersensibilita ai fattori di crescita presente nella PV potrebbe derivare da una
resistenza cellulare intrinseca ai fisiologici meccanismi di apoptosi.

Solo nelle condizioni di Eritrocitosi Ereditaria € stata ipotizzata la mutazione del recettore
per 'EPO. Il 20% dei pazienti affetti da eritrocitosi ha una forma trasmessa in maniera
autosomica dominante caratterizzata da un’elevata eritropoiesi che si traduce in aumento
della massa eritrocitaria con numero di piastrine e leucociti normale e ridotti livelli di
EPO; a differenza delle PV non presentano le EEC ma le colonie eritroidi sono ipersensibili

a basse concentrazioni di EPO (McMullin 2008). Sono state descritte nove diverse
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mutazioni, in ogni caso il dominio intracitoplasmatico del recettore per la EPO ¢ troncato
con la perdita del dominio ad attivita inibitoria e quindi la successiva attivazione
costitutiva del recettore. Sono state descritte anche forme a trasmissione autosomica
recessiva caratterizzate da eritrocitosi con elevati livelli di EPO causata da una mutazione
puntiforme Arg200Trp nel gene VHL (Kralovics and Prchal 2000); la conseguente parziale
perdita di funzione del gene porta ad aumentati livelli di HIFlalfa e iperproduzione di
EPO. Questo tipo di mutazioni non sono state pero identificate nelle forme di PV e TE.

La PV & caratterizzata dall’'incremento della massa eritrocitaria oppure da valori di Hb
>18.5 gr/dl negli uomini e >16.5 gr/dl nella donna per almeno 2 mesi; in questi pazienti il
volume plasmatico & frequentemente elevato, mascherando non solo il vero grado di
espansione della massa eritrocitaria, ma spesso anche la sua stessa presenza (Spivak
2002; Spivak 2003; Spivak and Silver 2008). Leucocitosi e trombocitosi sono presenti in
piu del 50% dei casi. La morfologia degli eritrociti € quasi sempre normale, solo nelle fasi
piu avanzate si puo assistere alla comparsa di qualche raro eritroblasto, metamielocita e
mielocita.

PT, aPTT e fibrinogeno sono riportati falsamente anomali per l'artefatto causato
dall’eritrocitosi. Un difetto acquisito del Fattore von Willebrand e riscontrabile in questi
pazienti. Il livello di attivita della fosfatasi alcalina leucocitaria € aumentato nel 70% dei
casi.

Gli iniziali criteri diagnostici utilizzati per la PV sono stati definiti dal Polycythemia Vera
Study Group (PVSG), basati esclusivamente su parametri clinici; nel 2001 la definizione di
panmielosi alla biopsia osteomidollare & stata inserita tra i criteri minori nella
classificazione WHO. L’assenza del bcr/abl consente di escludere le forme di leucemia
mieloide cronica, inoltre & importante escludere anche tutte le forme di eritrocitosi
secondaria.

La presenza di alterazioni del cariotipo non sembra influenzare la prognosi, ma viene
considerata un criterio maggiore per la diagnosi. Le anomalie citogenetiche sono presenti
nel 30% dei pazienti alla diagnosi, quelle che piu frequentemente si riscontrano sono la
trisomia del cromosoma 8 e 9 e la delezione del braccio lungo del cromosoma 20; sono
inoltre state descritte anche alterazioni dei cromosomi 5, 7, 12, 13 e duplicazioni del
braccio lungo del cromosoma 1. Alcune di queste sono da mettere in relazione con I'uso

di agenti alchilanti o 32P (Dewald and Wright 1995).



La crescita di colonie endogene e il dosaggio dell’EPO sierica, nonostante entrambi questi
test dal punto di vista tecnico siano considerati affidabili e riproducibili, la loro specificita
non e ottimale: per questo sono inseriti tra i criteri minori.

L’acquisizione della presenze di una mutazione di JAK2 virtualmente in tutti i pazienti con
PV, ha reso superflui alcuni criteri definiti come A o B nella classificazione del 2001, e sono
stati sostituiti appunto dalla presenza delle mutazione JAK2V617F o delle mutazioni a
carico dell’esone 12. | criteri A e B sono stati inoltre sostituiti dalla dicitura di criteri
maggiori e minori; la soddisfazione di entrambi i criteri maggiori permette di
diagnosticare piu del 97% dei casi di PV. Per ridurre il rischio conseguente a possibili false
positivita dei test di laboratorio e per migliorare la specificita diagnostica sono stati
introdotti tre criteri minori; la seconda combinazione di criteri permette di porre diagnosi
nei casi di PV negativi per le mutazioni di JAK2 o nei casi in cui la carica allelica sia troppo
bassa per essere rilevata con le metodiche diagnostiche di routine.

La mortalita nei pazienti con PV aumenta in relazione con I'eta, con un incremento
rispetto alla popolazione generale di 1.6 e 3.3 volte in pazienti sotto e sopra i 50 anni
(Passamonti, Rumi et al. 2004; Cervantes, Passamonti et al. 2008).

L’evoluzione in mielofibrosi o leucemia acuta mieloide (LAM) & responsabile del 13% delle
morti in questi pazienti (Marchioli, Finazzi et al. 2005); in particolare si stima una
frequenza del 5% di evoluzione in mielofibrosi dopo 15 anni dalla diagnosi di PV
(Marchioli 2005).

Lo studio ECLAP ha stimato che I’evoluzione in LAM avvenga nell’ 1.3% dei pazienti con PV
in media dopo 8.4 anni dalla diagnosi. L’eta avanzata, la leucocitosi e la lunga durata di
malattia sono fattori di rischio associati all’evoluzione in LAM (Finazzi, Caruso et al. 2005).
Il rischio & ulteriormente incrementato dal trattamento con P32 o clorambucil, o dalla
somministrazione di piu di un agente chemioterapico contemporaneamente o in
sequenza (Murphy, Sivakumaran et al. 1995; Murphy 1997; Barbui 2004).

La Trombocitemia Essenziale (TE) & caratterizzata una da abnorme proliferazione
megacariocitaria che determina un aumento del numero di piastrine circolanti. La reale
incidenza e sconosciuta. Interessa principalmente soggetti con un’ eta media alla diagnosi
di 50-60 anni e non predilige alcun sesso.

Il meccanismo patogenetico della TE & scarsamente noto; la sopravvivenza piastrinica e

normale, la trombocitosi & dovuta ad un aumento della produzione piastrinica a livello
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midollare associata a un aumento del volume megacariocitario, del numero di lobulazioni
nucleari e della ploidia nucleare (Buss, Cashell et al. 1994; Thiele and Kvasnicka 2003)
Studi sulla clonalita condotti in donne affette da TE, eterozigoti per gli isoenzimi della
G6PD, hanno dimostrato il coinvolgimento della cellula staminale ematopoietica
pluripotente (Fialkow, Faguet et al. 1981; Fialkow 1990). Questi risultati sono stati
successivamente confermati in altri studi che hanno dimostrato la clonalita non solo dei
granulociti e delle piastrine ma anche dei linfociti B e dallo studio dei polimorfismi di
lunghezza dei frammenti di restrizione di geni del cromosoma X (Chen and Prchal 2007).
E’ stata per0 documentata la presenza di una popolazione di leucociti non clonali. Cio
indicherebbe che una popolazione di cellule ematopoietiche normali persiste insieme al
clone neoplastico che prevale sulla popolazione di precursori ematopoietici normali
durante le fasi di progressione di malattia. Questi risultati suggeriscono inoltre la
possibilita che la trasformazione maligna che conduce alla genesi della malattia possa
manifestarsi a differenti livelli della filiera ematopoietica. Pertanto, il sito dell’iniziale
trasformazione oncogena potrebbe in alcuni casi essere rappresentato dalla cellula
staminale pluripotente mentre in altri potrebbero essere coinvolti precursori cellulari piu
differenziati.

Solo nelle forme di Trombocitemia Ereditaria € stata descritta una mutazione che
coinvolge il gene della Trombopoietina (TPO), la principale citochina responsabile della
proliferazione e della maturazione dei megacariociti e della formazione delle piastrine
attraverso tutti gli stadi di differenziazione a partire dalla cellula staminale ematopoietica
(Cazzola and Skoda 2000; Skoda and Prchal 2005; Liu, Martini et al. 2009; Skoda 2009). Ad
oggi sono state descritte 4 mutazioni del gene della TPO, a trasmissione autosomica
dominante e a penetranza completa; le manifestazioni cliniche si evidenziano durante
I'infanzia se non gia alla nascita e consistono in trombocitosi accompagnata a normale
ematocrito ed elevati livelli sierici di TPO. In tutti i casi I'iperproduzione di TPO & causata
da un meccanismo di aumentata trascrizione di mRNA mutato dl TPO in quanto la
mutazione elimina o riduce I'effetto inibitorio di regioni controllo. Si ritiene che simili
mutazioni potrebbero essere presenti anche nella TE, il che spiegherebbe il riscontro di
elevati livelli di TPO in alcuni pazienti.

Studi su MPL, il recettore di TPO, hanno dimostrato la ridotta espressione del recettore
nelle piastrine di soggetti affetti da TE e questo potrebbe spiegare gli elevati livelli sierici

di trombopoietina (Li, Xia et al. 2000). La ridotta espressione si associa anche a
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incompleta glicosilazione del recettore stesso. Questo provoca un difetto nell’attivazione
della cascata delle chinasi a valle, con conseguente alterazione della fosforilazione delle
proteine JAK2 e STATS5, coinvolte della trasduzione del segnale (Moliterno, Hankins et al.
1998; Moliterno, Siebel et al. 1998).

E’ stato ipotizzato che I'attivazione della via di segnalazione JAK/STAT potesse avvenire
come conseguenza di mutazioni attivanti di altri recettori per citochine presenti sulle
cellule ematopoietiche, tra cui MPL. L’attenzione si & focalizzata sul dominio
transmembrana, che é critico per la dimerizzazione e quindi attivazione del recettore, e
sul dominio iuxtamembrana, che costituisce il sito di legame per JAK2. L’analisi di questi
domini ha permesso di identificare due mutazioni puntiformi a carico del codone 515 del
gene, W515L E W515K. Entrambe le mutazioni causano attivazione costitutiva del
recettore e quindi della via di segnalazione a valle di esso, in assenza del ligando
(Pardanani, Levine et al. 2006; Pikman, Lee et al. 2006). Le mutazioni di MPL sono state
inizialmente documentate nell’1% dei soggetti con TE (Pardanani, Levine et al. 2006) ma
studi piu recenti, anche del mio gruppo, hanno dinmostrato che la prcentuale si atetsta
trail 5 e I'8% (Beer, Campbell et al. 2008; Vannucchi, Antonioli et al. 2008)

Sono state documentate, in pazienti con TE, mutazioni di p53 che probabilmente
correlano con la trasformazione leucemica.

I comportamento biologico dei precursori megacariocitari in corso di TE & stato
estesamente studiato. Studi recenti basati su colture in terreni non addizionati hanno
mostrato che la formazione delle colonie megacariocitarie dipende in parte dall’aggiunta
di citochine, ma in una certa quota di pazienti puo essere anche autonoma (Grossi,
Vannucchi et al. 1987). Questa & una caratteristica tipica dei disordini mieloproliferativi in
genere. Inoltre i precursori megacariocitari nella TE risultano meno responsivi a inibitori
della crescita come il TGF-B. La maggior parte degli inibitori della megacariocitopoiesi &
prodotta dai megacariociti stessi e il TGF-B & considerato il piu potente tra tali inibitori. |
livelli di TGF-B risultano aumentati in questi pazienti, il che tuttavia sembra essere una
diretta conseguenza dell’laumento della massa piastrinica e megacariocitaria. E’ stato
ipotizzato che possa esistere un’importante interazione tra TGF-B e TPO a livello del
microambiente midollare, e cioe che il TGF- stimoli la produzione locale di TPO, la quale
a sua volta stimola I'espressione del recettore del TGF-B potenziando la suscettibilita

all’inibizione della crescita .
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Alcuni studi suggeriscono che la formazione spontanea di precursori megacariocitari
possa essere dovuta a carenza di fattore piastrinico 4. E’ stato infatti dimostrato che
questo fattore puo inbire la crescita di colonie megacariocitarie nella TE. Sia il fattore
piastrinico 4 che il TGF-B sono contenuti nei granuli a, noti per la loro capacita di inibire la
formazione di colonie megacariocitarie(Grossi, Vannucchi et al. 1986).

| precursori eritroidi dei soggetti con TE possono proliferare anche in presenza di piccole
qguantita di citochine presenti nel solo siero: le BFU-E ottenute sia dal midollo che dal
sangue periferico formano colonie eritroidi in assenza di eritropoietina esogena,
caratteristica condivisa con la Policitemia Vera (Eridani, Pearson et al. 1983; Eridani,
Batten et al. 1984).

La TE caratterizzata clinicamente da manifestazioni tromboemboliche a carico dei vasi
arteriosi e venosi di grosso e medio calibro e del distretto periferico (Vannucchi and
Barbui 2007; Vannucchi 2010).

L'interessamento del microcircolo causa acrocianosi, parestesie ed eritromelalgia; il
coinvolgimento del distretto cerebrale comporta sintomatologia neurologica
caratterizzata da cefalea, acufeni e vertigini; piu rari TIA del circolo cerebrale posteriore o
anteriore, disturbi epilettici e convulsioni (Cortelazzo, Viero et al. 1990).

Inoltre sono frequentemente osservate le trombosi a carico dei vasi di grosso e medio
calibro, sia arteriose (arti inferiori; arterie carotidi e coronarie; arterie renali; arterie
mesenteriche e succlavia) che venose (vena porta; vena splenica, vene della pelvi e degli
arti inferiori). Le manifestazioni emorragiche sono principalmente a carico del tratto
gastrointestinale. Altri distretti sede di emorragia sono la cute, le congiuntive, le vie
urinarie, le mucose rinofaringee. Nel 20-30 % dei pazienti si possono evidenziare sintomi
sistemici come perdita di peso, sudorazione, febbre e prurito. Nel 40-50% dei pazienti si
riscontra splenomegalia, nel 20% epatomegalia.

Dal punto di vista laboratoristico sono diagnostici valori piastrinici superiori ai 600.000/uL
per almeno 6 mesi associati a leucocitosi in genere moderata; allo striscio periferico si
possono reperire anomalie della morfologia piastrinica e presenza di megatrombociti.
Sono state descritte inoltre anomalie funzionali piastriniche: difetto nel metabolismo
dell’acido arachidonico, a livello in particolare della lipossigenasi; una riduzione del
numero di recettori piastrinici per la prostaglandina D, e dei recettori adrenergici per
I'adrenalina. Le piastrine ottenute da pazienti con pregressi eventi trombotici mostrano

un’aumentata produzione di trombossano B, e un’aumentata affinita per il fibrinogeno
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(Landolfi, Ciabattoni et al. 1992). L'aumento dei livelli di B-tromboglobulina e di
trombossano sierico in questi pazienti suggerisce la presenza di un potenziamento
dell’attivazione piastrinica in vivo (Cortelazzo, Viero et al. 1981).

La biopsia osteomidollare, documenta un aumento della cellularita associato ad una
marcata iperplasia megacariocitaria, con megacariociti pleiomorfici e raccolti in cluster. |
megacariociti di TE appaiono morfologicamente maturi, senza gli aspetti displastici piu
caratteristici della fase prefibrotica della mielofibrosi idopatica, con la quale la TE va posta
in diagnosi differenziale. | depositi midollari di ferro sono frequentemente ridotti; nel 25
% dei casi il contenuto di retilcolina nella biopsia € aumentato, ma senza evidente fibrosi.
Anomalie citogenetiche sono presenti solo in una minoranza di casi con coinvolgimento
principale del cromosoma 1 e del cromosoma 20.

Il decorso della malattia e in genere cronico con una sopravvivenza che si avvicina a quella
della popolazione sana corrispondente per eta e per sesso.

La trasformazione in leucemia acuta & un evento raro (3-5%) associato alla comparsa di
anomalie citogenetiche. E’ possibile anche I’evoluzione in mielofibrosi con metaplasia
mieloide; alcuni pazienti con una diagnosi di TE possono in realta essere affetti da una
fase pre-fibrotica di mielofibrosi idiopatica.

Il trattamento della TE si basa sulla somministrazione di antiaggreganti piastrinici in
pazienti con disturbi del micro-macrocircolo (Beer and Green 2009). Per la terapia
mielosoppressiva il farmaco di scelta rimane I'idrossiurea per la rapida azione nel ridurre
la conta piastrinica, la capacita di controllarla nel tempo e per la capacita di ridurre gli
eventi trombotici in pazienti a rischio (Cortelazzo, Finazzi et al. 1995) (Cortellazzo 1996).
Inoltre i pazienti trattati con idrossiurea hanno una bassa incidenza di evoluzione
leucemica (3-4%) (Finazzi 2000).

Altri chemioterapici (busulfano; melphalan; chlorambucil; thiotepa) sono stati impiegati in
guesti pazienti, ma con ridotta efficacia e aumentato rischio di evoluzione blastica (Berk,
Goldberg et al. 1981).

Grande interesse ha suscitato lo sviluppo dell’Anagrelide, che agisce inibendo Ia
maturazione megacariocitaria e il rilascio piastrinico(Fruchtman, Petitt et al. 2005;
Birgegard 2009). E’ stato pero dimostrato che nei pazienti affetti da TE il trattamento con
idrossiurea e piu efficace nella riduzione della conta piastrinica ed € associato ad una
ridotta incidenza di eventi trombotici arteriosi e di evoluzione in mielofibrosi, rispetto al

trattamento con anagrelide (Harrison, Campbell et al. 2005).
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MIELOFIBROSI

La mielofibrosi, conosciuta anche come Metaplasia Mieloide Agnogenica e Mielosclerosi
con Metaplasia Mieloide, presenta un’incidenza di 0,5-1,5 casi su 100.000 all’anno. L'eta
media alla diagnosi € di 60 anni e sono colpiti in ugual misura i due sessi (Cervantes,
Passamonti et al. 2008). Non sussistono importanti differenze di incidenza in relazione
all’etnia, tranne una maggior prevalenza negli ebrei Ashkenazi. La malattia puo
presentarsi in quanto tale, ed allora si parla di Mielofibrosi Primaria (PMF) (Mesa,
Verstovsek et al. 2007), oppure pud presentarsi come evoluzione di una precedente PV o
TE ed e quindi detta “secondaria”.ll quadro clinico € caratterizzato da: splenomegalia,
leucoeritroblastosi ( presenza di elementi mieloidi immaturi e eritroblasti in circolo),
anisopoichilocitosi delle emazie con dacriociti, fibrosi midollare di entita variabile, fino
alla fibrosi serrata e alla osteosclerosi, ed emopoiesi extramidollare, prevalentemente a
carico di milza e fegato, ma potenzialmente presente in qualsiasi organo (Barosi 