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Editoriale

Giorgio Lambertenghi Deliliers
Fondazione Matarelli - Milano

Ematologia Oncologica.it dedica questo ultimo numero
dell'annata 2014 ad alcune malattie per lungo tempo ritenute
rare ¢ di difficile identificazione, ma divenute pilt frequenti
del previsto con 'avvento delle nuove tecniche diagnostiche.
Si tratta spesso di patologie silenti sul piano clinico, dotate di
varianti a prognosi differente. Ad esempio la mastocitosi, un
disordine clonale eterogeneo che oscilla tra forme paucisinto-
matiche o asintomatiche a regressione spontanea, fino a neo-
plasie particolarmente aggressive, incurabili e resistenti al
trattamento citoriduttivo. Lidentificazione di queste varianti
¢ oggi possibile sulla base di criteri clinici e di laboratorio,
come il livello delle triptasi, la morfologia e il profilo immu-
nofenotipico degli infiltrati nel midollo e nella cute, e la quan-
tificazione della mutazione D816V, recentemente proposta
come esame di screening nell’algoritmo diagnostico.

Di notevole interesse la recente identificazione delle telome-
ropatie, cio¢ malattie dovute ad erosioni delle porzioni telo-
meriche dei cromosomi dovute all’et, stress e mutazioni, che
arrestano o limitano le potenzialita rigenerative delle cellule.
A queste si associa la perdita delle funzioni riparative dei geni
che codificano per le telomerasi: la conseguenza ¢ una insta-
bilita genomica che si esprime con tipiche aberrazioni cromo-
somiche, duplicazione telomerica e fenomeni di fusione fra
cromatidi. La familiarita ¢ un elemento da tenere sempre pre-
sente, anche se fenotipi diversi e di variabile complessita si
possono riscontrare nel succedersi delle generazioni.

Il capostipite delle telomeropatie ¢ la discheratosi congenita,
ma numerose altre emopatie, come I'anemia aplastica e le sin-
dromi mielodisplastiche, caratterizzate da una insufficienza
midollare con potenzialita evolutive verso la leucemia mieloide
acuta, sono sostenute da mutazioni dei geni preposti al con-
trollo dei telomeri.

Un altro disordine raro, ancora poco conosciuto, ¢ la lin-
foistiocitosi emofagocitica, caratterizzata da una spiccata pro-

liferazione di istiociti e macrofagi nel midollo e nei tessuti, se-
condaria ad una risposta immunologica esuberante ed ineffi-
cace. Alla base ¢’¢ un difetto genetico o acquisito che scatena
una tempesta di citochine da parte dei linfociti T-citotossici
delle cellule NK, che attivano I'endocitosi macrofagica e di
conseguenza I'emofagocitosi. Il quadro clinico ¢ complesso,
con espressioni a livello cutaneo, polmonare e cerebrale, men-
tre la prognosi ¢ solitamente severa per I'elevata mortalita.
Un disordine proliferativo analogo caratterizzato da un’espan-
sione delle popolazioni cellulari T o NK ¢ la leucemia a grandi
linfociti granulati. Leziologia ¢ sconosciuta, ma & probabile il
ruolo di auto-antigeni o virus esogeni che determinano un’at-
tivazione, inizialmente policlonale e successivamente di tipo
monoclonale, di elementi linfocitari che, a causa di un deficit
del processo di morte programmata, si accumulano progres-
sivamente nell’organismo. Il decorso clinico inizialmente in-
dolente, diventa progressivamente pilt sintomatico per
I'insorgenza di infezioni batteriche ricorrenti dovute alla se-
vera neutropenia, e per la frequente associazione con malattie
autoimmuni o emopatie caratterizzate da insufficienza mi-
dollare, come I'aplasia midollare, le mielodisplasie ¢ I'emo-
globinuria parossistica notturna.

Infine la sindrome di von Willebrand acquisita spesso asso-
ciata a disordini linfo-mieloproliferativi, e 'emofilia acquisita
dovuta ad autoanticorpi contro il fattore VIII in pazienti con
anamnesi familiare negativa per emorragie. Si tratta di disor-
dini a volte sottostimati, anche perché I'approccio diagnostico
¢ difficoltoso per i molti fattori confondenti e la spiccata ete-
rogeneita clinica e biologica. Ne consegue che, in questi casi,
la gestione delle emergenze emorragiche o dei pazienti che de-
vono essere sottoposti a interventi con alto rischio di sangui-
namento dovrebbe essere coordinata da ematologi esperti,
coadiuvati da altri specialisti per il trattamento della patologia
causale sottostante.
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Mastocitosi

Roberta Zanotti

Unita Operativa di Ematologia
Gruppo Interdisciplinare per lo Studio della Mastocitosi (GISM)
Agzienda Ospedaliera Universitaria Integrata (AOUI) - Verona (Iralia)

Introduzione

La mastocitosi ¢ una malattia clonale caratterizzata da un accumulo
di mastociti in vari organi (prevalentemente cute, ossa, tratto ga-
strointestinale, linfonodi e milza). E correlata nella maggioranza dei
casi ad una mutazione puntiforme del gene che codifica per il recet-
tore KIT, costitutivamente espresso dai mastociti . Linterazione
tra KIT e il suo ligando, lo stem cell factor (SCF), svolge un ruolo
chiave nella regolazione della proliferazione, maturazione, adesione,
chemiotassi e sopravvivenza delle mastcellule ©.

Si distingue fondamentalmente una mastocitosi cutanea (MC), la
pilt frequente e tipica delletd infantile, e una mastocitosi sistemica
(MS), coinvolgente almeno un organo diverso dalla cute, caratteri-
stica della maggioranza dei soggetti adulti “”. Dal punto di vista cli-
nico la mastocitosi ¢ un disordine eterogeneo, che varia da forme
infantili a spontanea regressione, a forme sistemiche paucisintoma-
tiche o asintomatiche ad ottima prognosi, fino a neoplasie partico-
larmente aggressive associate a prognosi particolarmente infausta .
[ sintomi sono correlati principalmente alla liberazione di mediatori
mastocitari e, solo nelle forme avanzate, all'infiltrazione tissutale ma-
steellulare @, 1l tractamento delle forme indolenti si limita al controllo
e alla cura dei sintomi da mediatori, mentre nelle forme avanzate
l'obiettivo ¢ ridurre la proliferazione dei mastociti con terapie citori-

duttive convenzionali o mirate verso il recettore KIT mutato.

Epidemiologia

La mastocitosi ¢ ritenuta una malattia rara, o perlomeno ¢ stata con-
siderata tale per lungo tempo, fino a che sono stati stabiliti nuovi
criteri diagnostici e sono diventate disponibili tecniche piti sensibili
per il riconoscimento dei mastociti patologici ¢ la ricerca delle mu-
tazioni D816V di KIT. La definizione di alcune raccomandazioni
diagnostiche da parte di un gruppo di consenso d’esperti convenuti
a Vienna nel 2000 “, ha introdotto il concetto di criteri minori, che
permettono di porre diagnosi di MS anche in assenza nel midollo
osseo di larghi e densi aggregati di mastociti, requisito necessario per

la diagnosi fino a quel momento. Tali raccomandazioni sono state

accolte in seguito dalla classificazione dell'Organizzazione Mondiale
della Sanitd (OMS)®. Sulla base dei criteri minori ¢ ora possibile
porre diagnosi di MS anche in pazienti che non presentano lesioni
cutanee o che hanno una scarsa infiltrazione midollare, come ad
esempio nei pazienti che presentano anafilassi idiopatiche o secon-
darie a puntura d’imenotteri. Lapplicazione di tali criteri, in partico-
lare nell’ambito di centri di riferimento per tale patologia, ha
comportato un incremento progressivo nel tempo delle diagnosi di
mastocitosi. I dati epidemiologici sull'incidenza e prevalenza della MC
nella popolazione generale sono molto scarsi (0,66 nuovi casi di
MC/100.000 abitanti/anno)® mentre maggiori informazioni sono di-
sponibili sulla prevalenza della MS in Europa (0,9-1,3/10.000 adulci) ™.
Si ritiene tuttavia che la MS senza manifestazioni cutanee rappresenti
ancora oggi una patologia sottostimata !”. La prevalenza della malattia
sistemica in pazienti adulti con lesioni cutanee ¢ assai variabile nei di-
versi studi: in passato I'interessamento midollare era riportato in meno
della meta dei casi di MC dell’adulto ", ma con I'applicazione di me-
todi pitt sensibili per la rilevazione dei mastociti e della loro clonalit,
la prevalenza di MS nei pazienti adulti negli studi piti recenti ¢ mag-
giore del 95% 1%1>19, Nei bambini le biopsie midollari sono eseguite
solo alla presenza di malattia severa; sono segnalati tuttavia rari casi
di forme sistemiche. La mastocitosi pud interessare qualunque eta e

10,12,14-17)

il rapporto maschi/femmine ¢ all'incirca pari a 1¢ . In maggio-

ranza i casi di mastocitosi sono sporadici, ma sono descritti rari
clusters familiari. 129

In piti del 50% dei casi I'insorgenza ¢ in etd pediatrica, di cui '85%
tra la nascita e i 2 anni d’etd, il restante 15% trai2 e i 15 anni ®%.
Negli adulti la malattia compare generalmente in un’eta compresa fra

120 e150 anni ™.

Patogenesi

I mastociti sono cellule che si ritrovano prevalentemente negli spazi
perivascolari di quasi tutti i tessuti e sono riconoscibili per il conte-
nuto citoplasmatico in granuli metacromatici quando colorati con

il Giemsa o con il Blu di Toluidina. I granuli contengono numerosi




mediatori pro-inflammatori e vasoattivi, che sono rilasciati dopo at-
tivazione del mastocita, prevalentemente dopo legame del recettore
delle IgE con allergeni o per altri fattori. I mediatori preformati va-
soattivi e immunoregolatori, contenuti nei granuli dei mastociti in-
cludono istamina, eparina, serotonina, proteasi neutre (triptasi,
chimasi, carbossipeptidasi A, catepsina G), proteine basiche maggiori
e fosfolipasi. La triptasi e la chimasi sono i principali costituenti dei
granuli mastocitari .

I mastociti derivano da precursori emopoietici midollari che, attra-
verso il sangue periferico, migrano nei tessuti dove si differenziano
in mastociti maturi. I processo di maturazione avviene sotto I'in-
fluenza di varie interleuchine e in particolare dello Stem Cell Factor
(SCF), il ligando di KIT (CD117) @. Il recettore KIT & un recettore
tirosin-chinasico espresso, oltre che dai mastociti, dalle cellule pro-
genitrici ematopoietiche e germinali, dai melanociti e dalle cellule
interstiziali di Cajal nel tratto gastrointestinale ®¥. Lespressione di
KIT si riduce progressivamente durante la differenziazione dei pro-
genitori ematopoietici in cellule mature di tutte le linee, ad eccezione
dei mastociti, che mantengono alti livelli di espressione di supeficie.
La mutazione somatica pill frequentemente riscontrata nei pazienti
adulti affetti da mastocitosi ¢ la D816V che comporta la sostituzione
nella regione intracellulare tirosin-chinasica del recettore KIT di un

aminoacido in posizione 816 (Asp-816-Val) con conseguente auto-
attivazione del recettore indipendentemente dal ligando ). Altre
mutazioni somatiche di c-KIT meno comuni (<5%) identificate
negli adulti con MS sono: V560G 3V, R815K 2, D816Y %,
insVI815-816 ¥, D816F >3, D816H 9, e D820G * (Figura 1).
Studi recenti hanno confermato che anche la MC ad esordio infan-
tile ¢ una patologia di natura clonale, associata a mutazioni di tipo

3840 Tn un ampio studio di MC

acquisito o germinali attivanti KIT*
pediatriche il 42% dei casi presenta mutazioni coinvolgenti il codone
816 di c-KIT; nel 44% dei casi sono presenti alterazioni genetiche
coinvolgent altri esoni 9.

Come la mutazione D816V di ¢-KIT, la maggioranza delle muta-
zioni documentate a livello dell’'esone 17, corrispondenti alla por-
zione intracellulare del recettore, comportano un’attivazione
costitutiva del recettore KIT. Allo stesso modo sono attivanti le mu-
tazioni a livello dell'esone 11, corrispondente alla regione iuxtamem-
brana . Rare mutazioni attivanti germinali associate a forme
familiari coinvolgono il dominio transmembrana e includono la mu-
tazione F522C e la A533D *3% (Figura 1).

Poiche la mutazione attivante di KIT ¢ presente nella maggioranza
ma non in tutti i casi di mastocitosi non & ancora definito se tale mu-

tazione sia necessaria e sufficiente per la trasformazione dei mastociti.

Dominio Funzioni Esone Posizione delle mutazioni di KIT
principali nella mastocitosi
2 _________
Sito di----< 3.
Extracellulare legame AP
67 mmnnn / delD419, K509 (rare)
8-9-------
Transmembrana F522C, A533D (rare)
Juxtamembrana T R V5991, V560G (rare)
Legame ---- P —
Regione 1 con ATP
Tirosin-chinasica 13 7o
14 ---=----
Regolatoria {
15 -------
Regione2 ~ Sitodi . D816V (>85%), D816H, DS16Y,
Tirosin-chinasica Attivazione D816F, R815K, E839K (rare)

Figura 1 — Rappresentazione schematica del recettore KIT: illustra i vari domini del recettore, e la localizzazione delle mutazioni piis frequenti della sequenza di KIT

osservate nella mastocitosi.




Inoltre, la sola presenza della mutazione D816V non spiega 'estrema
eterogeneita della patologia. Studi nei topi hanno evidenziato come
la mutazione D816V nella sola linea mastocitaria comporti una bassa
percentuale di sviluppo della malattia, quasi sempre con caratteri-
stiche indolenti, mentre nei topi dove la mutazione ¢ presente in
tutti i precursori ematopoietici si sviluppa una malattia severa nel
100% dei casi “**?. Questi dati suggeriscono un effetto della muta-
zione dipendente dallo stato maturativo della cellula in cui avviene.
Tale ipotesi ben si accorda con i risultati ottenuti dal gruppo della
Red Espanola de Mastocitosis(REMA): la presenza nei pazienti affetti
da MS della mutazione nei progenitori emopoietici (multilineare) &,
infatti, correlata a una malattia pili severa /o a una maggiore proba-
bilita di progressione, mentre quando la mutazione interessa solo la
linea mastcellulare la malattia & piti frequentemente indolente con

1233 La documentazione in alcuni casi di mastocitosi

ottima prognosi
familiare della mutazione D816V somatica suggerisce la presenza di
altri fattori genetici predisponenti lo sviluppo della malattia 2V, Altre
mutazioni oncogeniche recentemente identificate nella mastocitosi
sono quelle a livello di TET2 (TET oncogene family member 2) e N-
RAS %), Queste mutazioni non sono specifiche della mastocitosi e

il loro ruolo patogenetico ¢ ancora incerto.

Classificazione

In base alla classificazione dellOMS, si definisce, come riportato
nell'introduzione, una mastocitosi confinata solo alla cute o MC e
la MS, caratterizzata da coinvolgimento di almeno un organo extra-
cutaneo, che nella maggior parte dei casi ¢ rappresentato dal midollo

osseo . La classificazione della mastocitosi e delle sue varianti di
MC e MS ¢ riportata nella Tabella 1.

Mastocitosi cutanea

Mastocitosi cutanea maculo-papulare
Mastocitosi cutanea diffusa
Mastocitoma cutaneo

Mastocitosi sistemica indolente e sottovarianti
Mastocitosi sistemica smouldering
Mastocitosi isolata del midollo 0sseo

Mastocitosi sistemica con associata malattia clonale
ematopoietica non mastcellulare

Mastocitosi sistemica aggressiva
MS linfoadenopatica con eosinofilia

Leucemia mastocitaria
Tipica

Aleucemica

Sarcoma mastocitario
Mastocitoma extracutaneo

Tabella 1 - Classificazione della mastocitosi (classificazione dell Organizzazione
Mondiale della Saniti 2008) .

Mastocitosi

Mastocitosi cutanea

La cute rappresenta l'organo pilt frequentemente coinvolto nella ma-
stocitosi. La mastocitosi cutanea maculo-papulare (MCMP), o orti-
caria pigmentosa, ¢ il quadro pili frequente (Figura 2) ©.. Si presenta
con lesioni maculari, papulari o a placche rosso-brunastre, simme-
tricamente distribuite e che possono interessare qualsiasi distretto
cutaneo 0 mucoso, ma con minore frequenza il volto e le regioni
palmo-plantari “”. Dopo sfregamento presentano eritema e reazione
pomfoide associati a prurito (segno di Darier) e talora a flushing. Si
differenzia una forma large type, con lesioni di diametro >0,5 cm e
una forma small type. 11 50-80% delle forme ad esordio infantile va
incontro a completa remissione spontanea durante 'adolescenza .
Nell'adulto le lesioni sono generalmente monomorfe small type. Una
variante dii MCMP di rara osservazione e pressoché limitata all'eta
adulta & rappresentata dalla Teleangectasia Macularis Eruptiva Perstans
(TMEP), con manifestazioni cutanee molto sfumate, caratterizzate
da macule eritematose o lievemente ipercromiche, con teleangectasie
e con segno di Darier incostantemente positivo “9. Il mastocitoma
cutaneo interessa quasi esclusivamente I'etd pediatrica comparendo
solitamente nei primi 3 mesi di vita, pud essere singolo, nella mag-
gior parte dei casi, o multiplo . Si presenta come placca o nodulo
di 1-5 cm con superficie liscia 0 a buccia d’arancia e un colore che
varia dal giallastro al bruno. Le lesioni tendono con il tempo ad at-
tenuarsi sino a regredire completamente prima dell’adolescenza.

La MC diffusa ¢ la variante pili rara (1-2% dei casi) e pit grave, si
presenta esclusivamente nei bambini, con insorgenza al di sotto dei
3 anni . Sintomi sistemici sono frequenti e sono rappresentati da
ipotensione, diarrea grave, disturbi gastrointestinali; vi ¢ inoltre un
rischio potenziale di shock o morte improvvisa da ipotensione dovuta

alla degranulazione mastocitaria massiva .
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Figura 2 — Mastocitosi cutanea maculo-papulare dell adulto
(o Orticaria Pigmentosa).(g.c. dr. Donatella Schena)




Mastocitosi sistemica (MSS) o aggressiva (MSA) sulla base della presenza o meno dei co-
In base alla classificazione OMS del 2008 © la MS ¢ inclusa tra le ~ siddetti reperti B e C (vedi Tabella 2) ©). Nella MSA l'infiltrazione
neoplasie mieloproliferative croniche e comprende varie forme a pre-  midollare da parte dei mastociti ¢ in genere diffusa (Figura 4).

sentazione clinica e prognosi eterogenee (Tabella 1). Per la diagnosi ~ Nella MS associata a malattie ematologiche clonali non mastoci-
di MS ¢ richiesta la soddisfazione di un criterio maggiore (Figura 3)  tarie sono presenti i criteri per la diagnosi di MS associati alla di-
e di almeno un criterio minore, oppure di tre criteri minori ©. mostrazione di un’altra malattia clonale ematologica di tipo
Tali criteri sono descritti nella Tabella 2. mieloide (80-90%) o linfoide (10-20%) . Le forme piti frequen-

La MS viene sottoclassificata in indolente (MSI), smouldering  temente associate sono le leucemie acute mieloidi, la leucemia mie-

' """r*ﬁ

Figura 3 — Aggregato denso di mastociti fusati CD117 positivi in sezione di biopsia Figura 4 — Mastocitosi sistemica aggressiva: infiltrato mastcellulare diffuso (g.c. dr.
ossea (criterio maggiore per la diagnosi di mastocitosi sistemica). (g.c. prof Marco Chilosi) Luis Escribano).

La diagnosi di mastocitosi sistemica (MS) & stabilita quando sono soddisfatti almeno il criterio maggiore e uno minore o almeno tre criteri minori
Criterio Presenza d'infiltrati multifocali, densi di mastociti nelle sezioni di midollo 0sseo o di organo extracutaneo
maggiore (aggregati di >15 mastociti)
a. Morfologia anomala di >25% dei mastociti nel midollo 0sseo o0 altro organo extracutaneo
Criteri minori b. Mutazione di KIT al codone 816 in organo(i) extracutaneo(i). Nella maggioranza dei casi la mutazione ¢ la D816V
riteri minori . ) . o .
c. Espressione di CD2 e/o CD25 nei mastociti midollari
d. Livelli di triptasi sierica >20 ng/ml (tale criterio non conta se il paziente presenta un’altra neoplasia ematologica non mastcellulare)
a. Presenza d'infiltrazione di mastociti > 30% (aggregati focali, densi) alla biopsia ossea e/o triptasi sierica >200 ng/ml
b. Midollo ipercellulare con dismielopoiesi o aspetti mieloproliferativi, in assenza di criteri sufficienti
Reperti “B” per una diagnosi di mielodisplasia o neoplasia mieloproliferativa, con conte ematiche normali o lievemente alterate
¢. Epatomegalia con funzione epatica normale e/o splenomegalia palpabile senza ipersplenismo
e/o linfoadenomegalie > 2 cm palpabili o dimostrate radiologicamente
1. Alterata funzione midollare con presenza di una o pill citopeniae):
Neutrofili <1000/ul; Hb<10 g/dl; piastrine <100000/pl in assenza di altre patologie midollari non mastocitarie
Reperti “C” 2. Epatomegalia palpabile con alterata funzione epatica, ascite, e/0 ipertensione portale
eperti “C : . . .
3. Splenomegalia palpabile con ipersplenismo
4. Malassorbimento con calo ponderale da infiltrazione gastrointestinale mastocitaria
5. Coinvolgimento scheletrico con larghe osteolisi e/0 fratture patologiche
Diagnosi di:
a) MS indolente (MSI): soddisfa i criteri per la MS. Non soddisfa nessun reperto “C”. Assenti evidenze di altre malattie clonali ematologiche non mastcellulari
b) MS “Smouldering” (MSS): come la MSI, ma con 2 o pili reperti “B”, assenti i reperti “C”
¢) Mastocitosi isolata del midollo osseo: come la MSI, con coinvolgimento del midollo osseo ma senza coinvolgimento della cute o di altri tessuti
d) MS aggressiva (MSA): soddisfa i criteri per MS. E presente uno o piti reperti “C”. Non evidenza di leucemia mastcellulare
e) Leucemia mastcellulare (LM): soddisfa i criteri per MS. La biopsia ossea mostra una diffusa infiltrazione da parte di mastociti immaturi atipici
Lo striscio midollare mostra =20% di mastociti. Nella forma tipica di LM i mastociti rappresentano =10% dei leucociti del sangue periferico

Tabella 2 — Criteri per la diagnosi e la classificazione della mastocitosi sistemica ©.
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lomonocitica cronica, la mielofibrosi primaria e le mielodisplasie,
ma sono descritte associazioni con tutti i maggiori sottotipi di ma-
lattie clonali linfoidi “¥. La leucemia mastcellulare & una forma
estremamente rara, a pessima prognosi. Puo presentarsi sia come
forma de novo che come forma secondaria, evoluzione di un’altra
patologia mastcellulare. La biopsia ossea mostra un infiltrato diffuso
di mastociti immaturi atipici (Figura 5) e all’aspirato sono evidenti
almeno pitt del 20% di mastociti.

Figura 5 — Leucemia mastcellulare (ampia infiltrazione midollare da parte di ma-
stociti immaturi triptasi positivi) (g.c. dr. Luis Escribano).

La frequenza delle forme varianti di MS ¢ assai diversa nelle non
numerose casistiche pubblicate, dipendendo dalla tipologia del
centro e dalla sensibilita delle tecniche diagnostiche utilizzate (Ta-
bella 3) 13154950 T’assenza di manifestazioni cutanee era ritenuta fre-

quente nelle forme aggressive

, mentre la variante di MSI limitata al
midollo osseo era considerata una forma rara. In realta le forme di MSI

limitate al midollo osseo rappresentano una patologia sottostimata, che

Mastocitosi

filassi, soprattutto da imenotteri, o osteoporosi non spiegata !*1>°5%,
Una forma molto rara di mastocitosi con coinvolgimento cutaneo e
sistemico, non ancora inclusa nella classificazione dellOMS, ¢ la MS
ben differenziata ®****¥. Le manifestazioni cutanee sono in genere
di due tipi: a placche o nodulari ©9. A livello midollare sono presenti
aggregati densi di mastociti a morfologia rotondeggiante e citopla-
sma fittamente granulato, triptasi positivo e con caratteristica espres-
sione assente di CD25 e/o CD2 (Figura 6) ®.

Figura 6 — Mastocitosi sistemica ben differenziata (infiltrazione midollare da parte
di mastociti rotondi, con citoplasma fittamente granulato, intensamente triptasi po-
sitivi) (g.c. dr. Luis Escribano).

Nella maggior parte dei casi non ¢ documentabile una mutazione
di ¢-KIT o & presente una mutazione non coinvolgente il codone
816, inoltre la triptasi ¢ in genere inferiore a 20 ng/ml, con im-
possibilita a soddisfare sufficienti criteri per la diagnosi di MS ©9.
Il riconoscimento di tali forme, per quanto rare, ¢ di fondamentale
importanza per la loro ottima responsivita all'inibitore delle tiro-
sin-chinasi, imatinib, cui sono invece resistenti le forme D816V

puod essere prevalentemente diagnosticata in pazienti con episodi d’ana-  mutate ***. Nei pazienti con sintomi severi da rilascio di mediatori

Varianti di MS Horny (2004) | Lim (2009) Sanchez (2011) | Wimazal (2012) | Cohen (2014) | GISM*

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
MS| ) , 35 (55) 159 (46) 93(82) 81 (83) 450 (82) 265 (95)
- MS isolata del midollo osseo nr 36 (10) 16 (14) r nr 126 (45)
- MSS nr 22 (6) nr 7(7) nr 3(1)
MSA 7(11) 41(12) 11(10) 5(5) 8(2 3(1)
MS associata a malattie ematologiche
clonali non mastocitarie 2001 138 (40) 66) 1 244 96
Leucemia mastcellulare 2(3) 4(1) 2(2) 1(1) 5(1) 1(0,4)
Totale 64 342 113 98 548 278
*casistica 2006-2013: dati non pubblicati - Abbreviazioni: MSI: mastocitosi sistemica indolente, MSS: mastocitosi sistemica smouldering;
MSA: mastocitosi sistemica aggressiva; GISM: Gruppo interdisciplinare per lo studio della mastocitosi (Verona); nr: non riportato

Tabella 3 — Frequenza delle differenti varianti di mastocitosi sistemica (MS). 1315450




in cui sia presente a livello midollare almeno un criterio di clonalita
(coespressione di CD25/CD2 e/o la presenza di mutazione del gene
¢-KIT), ma non siano soddisfatti criteri sufficienti per una diagnosi
di MS, ¢ stato proposto il termine di sindrome da attivazione ma-
stocitaria monoclonale ©°2°%. Recentemente altri autori hanno
suggerito di includere sotto il termine MS sub-diagnostica tutti i
casi in cui siano documentati mastociti clonali a livello midollare,
ma insufficienti criteri per la diagnosi, anche in assenza di sintomi

da rilascio di mediatori ©.

Sarcoma mastocitario e mastocitoma
extracutaneo

Sono entrambe forme rare e localizzate. Il sarcoma mastcellulare ¢
una forma rarissima, si presenta come lesione unifocale, costituita
da mastociti atipici e immaturi, che infiltra e distrugge i tessuti cir-
costanti, in assenza di un coinvolgimento di tipo sistemico .
Altrettanto raro ¢ il mastocitoma extracutaneo, una forma benigna
di neoplasia unifocale, diagnosticata prevalentemente a livello

polmonare, caratterizzata da proliferazione di mastociti maturi “.

Prognosi

La MSI ¢ la forma pilt frequente ed ha una spettanza di vita so-

vrapponibile a quella dei soggetti normali nella gran maggioranza

(1219 F tuttavia riportata una probabilita di progres-

12)

dei pazienti
sione della MSI in una forma piti aggressiva dell’8,4% a 20 anni '
e 1 fattori predittivi indipendenti di progressione risultano la con-
centrazione plasmatica di beta2-microglobulina e la presenza della
mutazione D816V oltre che nei mastociti, anche nella rimanente
serie mieloide e linfoide (mutazione multilineare) 2. La valuta-
zione della multinearita della mutazione richiede una considerevole
esperienza tecnica e non ¢ facilmente applicabile in tutti i labora-
tori; per questo motivo sono stati ricercati vari parametri correlati
con la sua presenza, come 'aumento della beta2-microglobulina
associata a livelli ridotti di lattato deidrogenasi %), un fenotipo im-
maturo dei mastociti midollari ®® e I'incremento significativo nel
tempo deti livelli di triptasi ©”. Nei pazienti con MSI I'eta alla dia-
gnosi, 'aumento della fosfatasi alcalina, elevati livelli plasmatici di
CD25 e CD117 solubile e lo sviluppo di un’altra malattia emato-
logica sono riportati associati ad una ridotta sopravvivenza 59,
Analogamente la mutazione di ¢-KIT misurata con metodiche di
Polymerase Chain Reaction (PCR) quantitativa correla negativa-
mente con la sopravvivenza . La MSA, la MS associata ad altra
malattia clonale ematologica non mastcellulare e la leucemia ma-
stocitaria, sono associate ad una prognosi severa, con una soprav-
vivenza mediana riportata rispettivamente di 48, 24 e 2 mesi .

II ruolo prognostico di mutazioni addizionali documentabili nei
pazienti con MS, incluse le mutazioni di RAS, TET2 e dei geni
codificanti per il recettore delle IgE, e 'espressione del CD30 sui

mastociti neoplastici & ancora incerto 4> #6062,

Diagnosi

Livelli di triptasi

La triptasi ¢ la principale serinproteinasi contenuta nei granuli di
secrezione dei mastociti umani ed ha un’attivita simil-tripsinica .
E prodotta in maniera pressoché esclusiva dai mastociti, con I'ec-
cezione di una piccola quantita prodotta dai basofili, ed ¢ quindi
considerata il marcatore delle malattie mediate dai mastociti; la sua
concentrazione plasmatica ¢ correlabile con la quantita e Iattivita
dei mastociti dell'organismo ©*). La triptasi viene dosata utilizzando
un metodo immunometrico (Phadia AB, Uppsala, Sweden). I li-
velli sierici di triptasi sono mediamente intorno a 5 ng/ml con un
intervallo da <1 a 15 ng/ml Y. Nella maggioranza dei laboratori
si considerano normali livelli di triptasi sierica inferiori a 11,4
ng/ml. I pazienti con MC presentano valori normali o solo lieve-
mente aumentati di triptasi, ma livelli nel range di normalita si ri-
scontrano anche in rare forme di MSI. Nella MS in genere i livelli
di triptasi aumentano nel tempo nell’arco di mesi o anni fino a un
quadro di malattia stabilizzata: da quel momento in poi i valori
tendono a stabilizzare con modeste oscillazioni o addirittura a di-
minuire leggermente 579, Si elevano in maniera consistente in
caso di progressione o evoluzione in una forma di MS associata a
malattia ematologica clonale non mastocitaria. Valori sierici elevati
di triptasi non sono perd esclusivi della mastocitosi. Si ritrovano,
infatti, oltre che nelle prime 24-48 ore dopo un episodio di anafi-
lassi, in corso di numerose malattie ematologiche, soprattutto della
linea mieloide, ma anche linfoide, nell'insufficienza renale cronica
in fase terminale, nell’oncocercosi in trattamento ©* %), Valori lie-
vemente elevati sono stati documentati anche nell’orticaria cronica .
I livelli di triptasi aumentano inoltre con I'etd, in particolare sono
stati documentati valori superiori a 11,4 ng/ml nel 7% dei soggetti

di eta superiore a 65 anni .

Morfologia

Nella mastocitosi sono distinti principalmente 4 tipi morfologici
di mastociti che corrispondono a un diverso grado maturativo:

(i) mastocita maturo tipico (rotondo, ben granulato, con nucleo
rotondo centrale);

(ii) mastocita atipico allungato con le caratteristiche estroflessioni
citoplasmatiche, nucleo ovale ed eccentrico, citoplasma ipogranu-
lato o con focale accumulo dei granuli (definito come mastocita
atipico di tipo I) (Figura 7 a-b);

(ii) mastocita atipico con nucleo bi- o multilobato (“mastocita atipico di
tipo I17); e (iv) cellula simil-blastica con granuli metacromatici 9.
Negli strisci midollari di MS colorati con May Grunwald-Giemsa
o Blu di Toluidina si osservano generalmente mastociti atipici di
tipo I, pill raramente si possono trovare mastociti atipici di tipo I
(in particolare nelle forme aggressive o in progressione); i mastociti

maturi rotondi sono tipici della MS ben differenziata .




Istologia

La diagnosi di MC ¢ classicamente definita dalla presenza all'obiet-
tivita delle tipiche lesioni cutanee (criterio maggiore) e da uno o due
dei seguenti criteri: i) infiltrato mastcellulare monomorfico in larghi
aggregati triptasi positivi (>15 mastociti/aggregato) o presenza di
>20 mastociti isolati, per campo a elevato ingrandimento; (ii) do-
cumentazione della mutazione di ¢-KIT al codone 816 nella lesione
cutanea . Nelle forme dell’adulto i mastociti sono spesso in nu-
mero inferiore rispetto a quello delle forme infantili e le alterazioni
possono essere cosi sfumate da evidenziare solo un lieve incremento
di mastociti perivascolari, a morfologia fusata, come si osserva fre-
quentemente nella TMEP. In tale caso utile per la diagnosi si ¢ rive-
lato il confronto con la cute sana prelevata dalla stessa sede, ove ¢
localizzata la lesione “*7V. Il CD117 si ¢ rivelato il marcatore pilt
sensibile sebbene non sia specifico. Lespressione di CD25 nei ma-
stociti cutanei di pazienti adulti con MCMP sembrerebbe predittivo
di malattia sistemica 7.

La diagnosi di MS si basa fondamentalmente sul riconoscimento d’in-
filtrati compatti e multifocali di mastociti (almeno 15) nel midollo
osseo o in altri organi extracutanei (criterio maggiore) (Figura 3). Al-
I'interno di tali aggregati frequentemente i mastociti presentano un
aspetto fusato e/o una ridotta granularita (criterio minore): in queste
condizioni il riconoscimento di mastociti atipici permette di soddi-
sfare sufficient criteri per la diagnosi di MS ©). Gli aggregati spesso
contengono anche eosinofili e linfociti sparsi, o sono adiacenti a no-
duli linfoidi reattivi. Le indagini diagnostiche istologiche prevedono
anche la conferma mediante tecniche d'immunoistochimica, in par-
ticolare I'espressione da parte dei mastociti della triptasi, di CD117

(KIT) e di CD25 ©). Recentemente ¢ stata riportata 'espressione

Mastocitosi

del CD30 (Ki-1 antigen) sui mastociti di pazienti con MS, valutata

sia in immunistochimica che in citofluorimetria ¢

). Con metodiche
d’immunoistochimica il CD30 appare preferenzialmente espresso nei
mastociti di pazienti affetti da MSA o leucemia mastcellulare, rispetto
alle forme di MSI @ tale associazione non & tuttavia confermata dalla
valutazione dell'espressione del CD30 in citofluorimetria 2.

Non infrequentemente il criterio maggiore istologico non ¢ soddi-
sfatto, in quanto a livello midollare sono presenti solo piccoli aggre-
gati sub-diagnostici o isolati sparsi di mastociti. In tali casi sono
necessari altri accertamenti per soddisfare i criteri per diagnosi di

MS, quali lo studio immunofenotipico e la ricerca di mutazione a
livello del codone 816 di -KIT 9.

Immunofenotipo

E possibile identificare i mastociti nell'aspirato di midollo osseo me-
diante uno studio multiparametrico in citofluorimetria, utilizzando
un pannello minimo di marcatori: i mastociti si caratterizzano per
la forte espressione di CD117, I'assenza d’espressione di CD34 ¢ la
positivitd per CD45 7, E possibile inoltre distinguere i mastociti
patologici dai mastociti normali semplicemente dimostrando la ca-
ratteristica espressione aberrante di CD25 7, oltre che di CD2, pur
se presente in maniera meno intensa e costante (Figura 8).

Il numero di mastociti patologici presenti nel midollo delle MSI &
generalmente inferiore al 2% delle cellule CD45 positive, con un
range che va dallo 0,002% all'1,7% 7. Lo studio immunofenotipico
dei mastociti midollari, e in particolare la ricerca dell’espressione
anomala di CD25, ¢ da considerare la metodica pit sensibile e affi-
dabile per la diagnosi di MS nelle forme indolenti con una scarsa

infiltrazione midollare 747,

-
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Figura 7 — Mastociti atipici di tipo I (striscio midollare):
colorazione Blu di Toluidina (sinstra) e May Grunwald-Giemsa (destra).
(g.c. dr. Luis Escribano)

Figura 8 — Analisi immunofenotipica dei mastociti midollari mediante citometria a
Sflusso. CD45, CD117 e CD34 sono utilizzati per individuare i mastociti come cellule
CD117++/CD45+/CD34- (gate mastociti: a-c). In seguito viene valutata l'espressione
di CD2 e CD25 (d). CD2 e CD25 sono espressi in modo aberrante sui mastociti ano-
mali (in rosso) ma non dai mastociti normali (in blu) (g.c. dr. Omar Perbellini).
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Biologia molecolare

In letteratura sono riportate molte metodiche per I'identificazione
della mutazione D816V ma solo alcune sono indicate come suffi-
cientemente sensibili  come la Reverse-Transcriptase PCR (RT-
PCR) con analisi del polimorfismo della lunghezza dei frammenti
di restrizione (Restriction Fragment Length Polymorphism -RFLP) 79,
la PCR allele-specifica 7 e la PCR mediata da analogo peptidico
dell’acido nucleico (peptide nucleic acid, PNA-PCR) ®?. Quest'ul-
tima consente di identificare anche altre mutazioni del codone 816.
Recentemente ¢ stata standardizzata una metodica PCR allele-spe-
cifica in Real Time a elevata sensibilitd, che permette la quantifica-
zione della mutazione D816V anche sulle cellule mononucleate di
sangue periferico 7. La ricerca della mutazione su sangue periferico
¢ stata recentemente proposta come esame di screening nell’algoritmo
diagnostico in caso di sospetta mastocitosi dall European Competence
Network on Mastocytosis (ECNM) 7,

La mancata identificazione della mutazione D816V nel midollo dei
pazienti che richiedono un trattamento citoriduttivo ha un impor-
tante rilievo qualora s'intenda utilizzare degli inibitori delle tirosin-
chinasi, essendo noto come la mutazione D816V conferisce una
resistenza all'imatinib ), mentre forme di MS che non presentano
mutazioni di KIT o con mutazioni a livello dei domini extracellulari,
trans-membrana e juxta-membrana risultano sensibili ®*#V. Las-

senza della mutazione D816V nel midollo deve essere comunque

valutata sempre con cautela, soprattutto nei casi con scarsa infiltra-
zione di mastociti per i quali pud essere necessario anche l'arricchi-
mento di mastociti mediante sorting o micromanipolazione, e
confermata in un centro di riferimento per la mastocitosi .

Nei casi con persistente eosinofilia & consigliata la ricerca della muta-
zione FIP1L1-PDGFR: tale riscontro ha una valenza terapeutica in
considerazione dell’elevata responsivita di tali forme a imatinib .
Nei casi che presentano aspetti mieloproliferativi ¢ indicato ricercare
la mutazione di JAK2 V617F, anche se non comunemente osservata
nella mastocitosi ©.

Citogenetica

Lo studio citogenetico da midollo ¢ in genere indicato nei casi in cui
siano presenti all'esordio alterazioni dell'emocromo o epato-spleno-
megalia e il sospetto di una patologia mieloide non mastcellulare as-

sociata @,

Altri accertamenti

Una volta accertata la diagnosi di MS sono consigliati esami di la-
boratorio, radiologici e valutazioni specialistiche al fine di un com-
pleto inquadramento classificativo oltre che di tipo allergologico,
reumatologico e dermatologico. Le varie indagini andranno poi ri-
petute a diverse scadenze (in genere ogni 6-12-18 mesi) in base alla
clinica e alla variante. Nella Tabella 4 sono elencate le indagini ese-
guite alla diagnosi e nel follow-up presso il Gruppo Interdisciplinare

Esami
di laboratorio

- Emocromo completo con formula;

- Triptasi;

- PT,aPTT, LDH, ALT, AST, GGT, ALP, albumina, bilirubina,
colesterolo, trigliceridi, vitamina B12, folati, ferritina,
beta2microglobulina;

- Calcio e fosforo plasmatico e urinario, PTH, vitamina D,
CTX, osteocalcina, fosfatasi alcalina ossea;

- IgE totali

- Densitometria ossea della colonna lombare
e femore (alla diagnosi e ogni 12-18-24 mesi);
- Ecografia addome (ogni 12-24 mesi);
- Rx colonna in toto e bacino (alla diagnosi)
- Rx, TAC o RMN mirati in base ai sintomi,
scintigrafia ossea o PET/TAC in casi selezionati

- Viisita ematologica
- Viisita allergologica
- Viisita dermatologica
- Visita reumatologica
in base ai sintomi o all’anamnesi:
- |gE specif. e test per allergia a imenotteri,
farmaci o alimenti
- Viisita gastroenterologica, gastroscopia e/o colonscopia
- Viisita psichiatrica/psicologica
- Viisita anestesiologica

Esami
radiologici

Visite
specialistiche

Altre indagini

Sintomi - Fatigue, depressione, difficolta d"attenzione
da rilascio e di concentrazione, cefalea
di mediatori - Prurito, orticaria, vescicolazione, dermografismo,
2(i:l:g:lico flustiing
- Ipertensione, palpitazioni
- Diarrea, epigastralgia, crampi, dolori addominali,
ulcera peptica
- Broncocostrizione, ipersecrezione bronchiale
- Mialgie, dolore osseo (da fratture su base
osteoporotica)
- Episodi pre-sincopali, sincope, shock anafilattico
Sintomi - Calo ponderale
costituzionali - Febbre
- Sudorazioni profuse
Segni - Epato e/o splenomegalia
e sintomi - Ascite
da infiltrazione | - Malassorbimento
tissutale - Dolore da lisi ossee e/o fratture patologiche
- Linfoadenomegalia
- Anemia, piastrinopenia, leucopenia

Tabella 4 — Indagini di stadiazione e follow-up nei pazienti adulti afferti
da mastocitosi sistemica (percorso diagnostico utilizzato presso il gruppo
Multidisciplinare per lo studio della mastocitosi di Verona - GISM).

Tabella 5 — Principali sintomi e segni della mastocitos.




per lo Studio della Mastocitosi di Verona (GISM). Al fine di ridurre
il numero di esami di controllo in pazienti a basso/nullo rischio di
progressione il gruppo della REMA propone una valutazione dei pa-
zienti con MSI ogni 6 mesi per i primi 4 anni, con esame clinico/fi-
sico, dosaggio della triptasi sierica, emocromo con formula e esami
di laboratorio. In caso di stabilita del quadro e con valori di triptasi
stabili o in riduzione il consiglio ¢ di proseguire con valutazione an-
nuali clinico-laboratoristiche ed ecografia addome ogni 2 anni 7.
Negli altri casi ¢ consigliato proseguire con controlli semestrali, ana-

logamente in tutti casi che sviluppano un’epato/splenomegalia ©7.

Quadri clinici

[ quadri clinici nella mastocitosi sono molto eterogenei passando da
forme asintomatiche o pauci-sintomatiche a quadri severi da rilascio
di mediatori o da deficit d’organo. I principali sintomi sono classi-
ficabili in tre gruppi: da rilascio di mediatori, costituzionali e da in-
filtrazione tissutale (Tabella 5). I sintomi da rilascio di mediatori
sono presenti sia in pazienti con MC che nelle forme sistemiche; in
alcuni casi sono molto modesti e talora assenti, mentre in altri sono
severi o addirittura fife-threatening.

Nelle MSI in genere non vi ¢ stretta correlazione tra 'entita dei sin-
tomi e i livelli di triptasi sierica o il burden mastocitario (Figura 9).
I fattori scatenanti i sintomi da rilascio di mediatori sono elencati
nella Tabella 6. I sintomi costituzionali e le manifestazioni cliniche
da infiltrazione tissutale sono caratteristici solo delle forme sistemiche
aggressive (Figura 9).

Nelle MS associate a malattie ematologiche clonali non mastcellulari
prevalgono generalmente i sintomi e i segni clinici della neoplasia
ematologica associata.

Lanafilassi ¢ la manifestazione clinica pili severa della MSI. La sua
frequenza nei pazienti affetti da mastocitosi ¢ riportata tra il 22% e
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Figura 9— Spettro clinico delle patologie clonali mastcellulari, in accordo con la clas-
sificazione dell Organizzazione Mondiale della Sanita (tabella 1); la Mastocitosi Si-
stemica (MS) pre-diagnostica non ¢ inclusa nella classificazione (include i casi che
pur presentando segni di clonalita — mastociti CD25 positivi elo mutazione del codone
816 di KIT — non soddisfano criteri sufficienti per la diagnosi di MS).

Mastocitosi

il 49% negli adulti e tra il 6% e il 9% nei bambini ®**9. Oltre a
forme di anafilassi idiopatiche, gli episodi possono seguire I'assun-
zione di farmaci (antinflammatori non steroidei, aspirina, induttori
dell'anestesia, miorilassanti — vedi anche Tabella 6), mezzo di contra-
sto, alimenti, puntura d’insetti imenotteri o piti raramente ditteri.
La puntura d'imenottero ¢ la causa pilt frequente d’anafilassi nei pa-
zienti adulti affetti da mastocitosi, riportata nel 5-19% dei casi ¢
ed ¢ inoltre documentata una significativa correlazione tra il livello
di triptasi sierica, a partire da un valore soglia di 5 mg/ml e la fre-
quenza di reazioni sistemiche severe al veleno di imenotteri ®.
Gli episodi piti severi possono causare in rari casi il decesso ®, una

86)

sindrome di Kounis ® 0 avere come conseguenza disabilita neuro-

logiche transitorie o permanenti 1*%.

Stimoli fisici

Calore

Freddo

Pressione

Sfregamento

Eccessiva esposizione alla luce solare

Fattori emozionali
Stress
Ansia

Farmaci

Acido acetilsalicilico*

Antiinfiammatori non steroidei*

Morfina e derivati come la codeina

Induttori e rilassanti muscolari utilizzati nell'anestesia generale
Anestetici locali

Beta-blocccanti, alfa-adrenergici e antagonisti dei recettori colinergici
Polimixina-B, anfotericina-B

Alfa-interferone

Cladribina

Mezzi di contrasto iodati

Molecole ad alto peso molecolare come il destrano

Alcool

Veleno d’imenotteri o di serpenti

Esami endoscopici

Interventi chirurgici

Miscellanea**

* aspirina e i FANS oltre a causare anafilassi, in alcuni casi se tollerati
possono essere utilizzati nella terapia dei sintomi da mediatori

**In singoli pazienti alcuni alimenti, allergeni ambientali o altri fattori
possono esacerbare i sintomi da mediatori o causare anafilassi.

Tabella 6 — Principali fattori che possono scatenare i sintomi da liberazione
di mediatori %




Lassociazione tra mastocitosi e anafilassi da imenotteri ¢ stata ini-
zialmente descritta in pazienti con MCMD, ma successive evidenze
hanno potuto documentare come tali manifestazioni siano partico-
larmente associate alle forme di mastocitosi senza lesioni cutanee,

6:528788) [ una

inquadrabili come MSI limitata al midollo osseo
serie di 34 soggetti con anamnesi positiva di reazione sistemica al
veleno d'imenotteri e valori di triptasi basale >11,4 ng/ml ¢ stata do-
cumentata la presenza di una patologia clonale mastocitaria (MSI o
una sindrome da attivazione mastocitaria clonale) nell’88% dei sog-
getti sottoposti a prelievo midollare ®? ¢ solo il 13% di questi pa-
zienti presentava lesioni cutanee da orticaria pigmentosa ©2. In uno
studio simile in pazienti con anafilassi da farmaci o da alimenti e
triptasi basale elevata solo in un paziente su cinque valutati con pre-
lievo midollare ¢ stata diagnosticata una mastocitosi sistemica, con-
fermando quindi la peculiare associazione tra anafilassi da imenotteri
e patologie clonali mastcellulari ®. Un recente studio ha proposto
di inquadrare la MSI senza lesioni cutanee associata all'anafilassi da
imenotteri come entita a sé stante, ad ottima prognosi, caratterizzata
da predominanza del sesso maschile, valori pit bassi di triptasi sierica
¢ inferiore percentuale di mastociti midollari rispetto alle altre forme
indolenti, pressoché assenti altri sintomi da mediatori e coinvolgi-
mento clonale dei soli mastociti e non di altre linee mieloidi .

Alvarez Twose et al. " della REMA hanno proposto, e poi validato,
uno score prognostico (REMA score) in grado di individuare tra i pa-
zienti con manifestazioni severe da mediatori mastocitari, tra cui
l'anafilassi da imenotteri, quelli a maggior rischio di essere affetti da pa-
tologia clonale mastocitaria, in assenza di lesioni cutanee tipiche. Re-
centemente tale score ¢ stato incluso nella valutazione di screening
anche dallECNM 7. Il REMA score si basa sui seguenti parametri,
cui & stato associato un punteggio: sesso maschile, clinica dell'episo-
dio caratterizzato dalla presenza d’ipotensione/sincope in assenza
d’orticaria/angioedema e livelli basali di triptasi > 25 ng/ml (vedi Ta-
bella 7). Uno score = 2 risulta avere un potere predittivo positivo
dell'89 % ©V. Dal punto di vista pratico in un soggetto con anafilassi

Variabile Score
Sesso Maschile +1
Femminile -1
Sintomi clinici Assenza di orticaria e angioedema +1
Orticaria e/0 angioedema -2
Presincope/sincope +3
Triptasi basale <15 ng/ml -1
>25 ng/ml +2
*Uno score >2 individua tra i pazienti con manifestazioni severe da
mediatori mastocitari e assenti lesioni cutanee tipiche, quelli a maggior
rischio di patologia clonale mastcellulare

Tabella 7 — REMA score* Y

al veleno d’imenotteri e concentrazione plasmatica persistentemente
elevata di triptasi basale e/o un REMA score 22 va sempre sospettata
la presenza di mastocitosi ©"327).

La MS ¢ da tempo identificata come possibile causa d’osteoporosi;
tale complicanza nella MS ¢ stata attribuita direttamente all'infiltra-
zione del midollo osseo da parte dei mastociti e al rilascio locale da
parte di questi dei molteplici mediatori noti (ad esempio istamina,
eparina, triptasi) o citochine (tumor necrosis factor alfa, interleuchina
1, interleuchina 6) 9. La prevalenza dell'osteoporosi in corso di
MS ¢ stata variamente riportata in un intervallo che va dal 14 al
66% > e si manifesta prevalentemente a livello della colonna ver-
tebrale. Le principali manifestazioni sono le fratture osteoporotiche,
spesso multiple, a livello dei corpi vertebrali, con collasso mediale si-
mile alle fratture nell’osteoporosi indotta da steroidi ®**¥ (Figura 10).
La presenza di tali fratture non ¢ da considerare un criterio C (Tabella
2). In pazienti affetti da MS sono state descritte anche lesioni focali,
sia osteolitiche (talora multiple di piccole dimensioni, visibili anche
in forme non aggressive, oppure di grandi dimensioni) che osteoad-
densanti. Osteopatie addensanti diffuse simil-osteoporotiche sono

(4%, |a concentrazione plasma-

state descritte nel 3-8% dei pazienti

tica di triptasi in tali casi & spiccatamente elevata 127, In assenza

di episodi di anafilassi o lesioni cutanee che suggeriscano la diagnosi

di MS, l'osteoporosi puo essere la sola manifestazione di una MS la-

tente. Qualsiasi forma d’osteoporosi a eziologia sconosciuta, specie

nel maschio, dovrebbe essere valutata per il sospetto di mastocitosi,
utilizzando come metodo di screening la triptasi. I livelli di triptase-
mia non sembrano correlare con la compromissione della densita

minerale ossea o la prevalenza di fratture vertebrali .

E stata invece riportata una correlazione tra i livelli pits elevati di

metaboliti urinari dell’istamina (metilistamina) e il rischio di ma-

nifestazioni osteoporotiche *?. Nei pazienti con MS i markers la-
boratoristici di zurnover osseo possono essere normali, aumentati

o diminuiti e non correlano con la densita minerale ossea ®*.

Terapia

Un approccio razionale al paziente con mastocitosi deve includere

principalmente:

* un adeguato counseling rivolto oltre che ai pazienti, ai parenti e ai
medici coinvolti nella cura. Le informazioni devono riguardare la
malattia e le sue problematiche, i farmaci che vanno evitati, i com-
portamenti da adottare in caso di anestesia o intervento chirurgico.
Ai pazienti deve essere spiegato come evitare i fattori scatenanti la li-
berazione acuta dei mediatori (Tabella 6) e devono essere istruiti
sull'utilizzo in caso di emergenza di antistaminici ad azione rapida
associati a steroidi e dell’adrenalina autoiniettabile, in particolare se
ad alto rischio di episodi di anafilassi (ad es. i pazienti allergici a ve-
leno di imenotteri):

* trattamento dei sintomi da rilascio acuto e cronico di mediatori ¥

* immunoterapia specifica (ITS) in caso di reazioni sistemiche




al veleno d’imenotteri ¢

>

* fototerapia in casi molto selezionati 1

;
101)

>

* terapia dell’osteoporosi e delle complicanze ossee ¢

* terapia citoriduttiva nei casi in cui & indicata 1019,

Sintomi da rilascio di mediatori

La terapia medica con antistaminici anti-H1 ¢ efficace nel ridurre il
prurito e gli episodi di flushing nella maggior parte dei pazienti.

In genere si utilizzano anti H1 di seconda generazione, non sedanti
e se necessario quelli sedanti, preferenzialmente la sera. Limpiego
degli anti-H2 o degli inibitori di pompa protonica ¢ indicato nei pa-
zienti con interessamento gastrointestinale “*1°. Limpiego com-
binato di anti-HI, anti-H2 e/o del sodio cromoglicato ¢
raccomandato per la profilassi degli episodi d’ipotensione o delle rea-
zioni anafilattoidi . Il sodio cromoglicato ¢ efficace inoltre nel ri-
durre la sintomatologia gastrointestinale (dolori addominali, nausea,
vomito e diarrea) . Luso dei corticosteroidi & invece controverso:
in taluni casi pud migliorare il controllo d’alcuni sintomi sistemici,
ma anche contribuire alla gia frequente osteoporosi. Altri farmaci
utilizzati per trattare gli episodi di prurito/flushing resistenti agli anti
H1 sono gli anti-leucotrienici e il ketotifene **1%.

I sintomi da mediatori sovente richiedono una terapia farmacologica
continua, spesso di combinazione, e in alcuni casi, una terapia
d’emergenza. Nei pazienti non responsivi, con sintomi severi, & se-
gnalata in alcuni casi I'efficacia dell’omalizumab (anticorpo mono-

clonale anti-IgE) " o di un trattamento citoriduttivo.

Reazioni sistemiche da veleno d’imenotteri

Luso dell'ITS nei pazienti affetti da mastocitosi ¢ rimasto oggetto
di discussione per molti anni, per segnalazioni sia di un rischio
maggiore di reazioni allergiche sistemiche sia d’inefficacia in questa
tipologia di pazienti ®”. Studi pilt recent, effettuati su ampie ca-
sistiche, hanno invece dimostrato come I'ITS ¢ ben tollerata dai
pazienti affetti da mastocitosi e costituisce un’efficace protezione
alle reazioni allergiche gravi in seguito alle successive punture %),
Si raccomanda inoltre di proseguire I'TTS per tutta la vita, data la
segnalazione di reazioni fatali a puntura d’imenotteri dopo la so-

spensione ®7).

Fototerapia

La fototerapia, tra cui UVA1, a banda stretta UVB e UVA pitr pso-
raleni rappresenta una terapia di secondo livello in pazienti con ma-
stocitosi con manifestazioni cutanee, sintomatici, che non hanno
avuto beneficio dalla terapia con anti-mediatori. E ben segnalata la
sua efficacia nelle MC e nelle MS con coinvolgimento cutaneo per

100 Tuttavia,

quanto riguarda i sintomi cutanei mediatori-correlati ¢
la completa e/o permanente scomparsa delle lesioni non viene ripor-
tata, ¢ il periodo complessivo di riduzione dei sintomi ¢ breve. Per-
tanto, dati i potenziali effetti collaterali della fototerapia ultravioletta

ricorrente, la sua indicazione va valutata con grande attenzione 1.

Mastocitosi

Complicanze ossee

La diagnosi precoce delle complicanze ossee ¢ di estrema importanza
per prevenire fratture invalidanti soprattutto vertebrali. Una valuta-
zione annuale della densitometria ¢ indicata in tutti i soggetti che
presentino segni di coinvolgimento osseo, anche modesto all'esordio,
0 in caso contrario almeno ogni 18-24 mesi.

All'esordio ¢ indicata anche una valutazione radiologica almeno della
colonna in toto e del bacino, per valutare sia la presenza di fratture
vertebrali che di aree di osteosclerosi.

Analogamente vanno monitorati annualmente almeno i dosaggi di
vitamina D e paratormone e instaurato supplemento vitaminico se
necessario e non controindicato. In caso di osteoporosi andranno in
ogni caso escluse anche altre cause ed eventualmente corrette.
Alcune segnalazioni suggeriscono come una precoce terapia anti-me-
diatori possa migliorare i segni e sintomi di coinvolgimento osseo,

ma non vi sono studi definitivi a riguardo 9.

Figura 10 — Risonanza magnetica nucleare della colonna di una paziente affetta

da fratture vertebrali osteoporotiche secondarie a mastocitosi sistemica.
(g.c. dr. Maurizio Rossini).




In assenza di specifici studi nell'osteoporosi in corso di MS, le linee
guida raccomandano i bisfosfonati orali, e nei casi con osteoporosi
severa o con fratture i bisfosfonati per via endovenosa, applicando
le misure di sicurezza idonee, come per il mieloma .

Tuttavia, un recente studio su 25 pazienti ha documentato come la
sola infusione endovenosa di zoledronato 5 mg ogni 12-18 mesi sia
in grado di migliorare il quadro densitometrico " e sopprimere i
markers laboratoristici surrogati di turn-over osseo per almeno 1
anno. [ risultati in termine di densita ossea riportati sono superiori
a quelli ottenuti in precedenti serie, con trattamento orale giornaliero
con alendronato o con infusioni di pamidronato mensili “°.
Lassociazione dei bisfosfonati per via e.v. con l'alfa-interferone
(a-IFN) ¢ consigliata nei casi resistenti ai soli bisfosfonati o nei casi

di osteoporosi particolarmente severa 193177,

Farmaci citoriduttivi

Una terapia citoriduttiva ¢ indicata solo nei pazienti affetti da leu-
cemia mastocitaria, MSA, MSS in progressione, mentre nella MSI
¢ consigliata solo nei rari casi in cui ripetuti e frequenti sintomi se-
veri da mediatori non siano controllabili con la terapia con anti-

69,103

mediatori %), Nel caso di MS associate a malattie ematologiche

clonali non mastcellulari il trattamento consigliato & quello diretto

69.102) ' T farmaci

alla forma pili severa delle due malattie associate
citoriduttivi considerati di prima linea nel trattamento della MSA
e nelle forme di MSS in progressione sono I'o-IFN e la cladribina
(2-CdA). Lo-IFN ¢ utilizzato associato inizialmente a steroidi (es.
prednisone 30-60 mg/die) che ne aumentano la tollerabilita, gra-
dualmente poi scalati fino a sospensione nelle prime settimane o
nei primi mesi di terapia. Dati i problemi di tollerabilita
dello-IFN ¢ consigliabile iniziare con basse dosi e poi gradual-
mente aumentare nel tempo. Le risposte maggiori sono intorno al
40% 1510 ] dosaggio ottimale non ¢ definito (in genere da 1 a
5 MU sc 3 volte la settimana) . E prevedibile una migliore tol-
lerabilitd utilizzando la forma pegilata "%

La 2-CdA ¢ somministrata al dosaggio di 0,13-0,15 mg/kg per 5
gg (infusione di 2 ore), per un totale di 3-6 cicli; permette di otte-

i (102’103’111’112). Attualmente e

nere una risposta nel 55-66% dei cas
possibile utilizzare la 2-CdA allo stesso dosaggio in formulazione
sottocutanea. La tossicita principale ¢ la mielo-soppressione e la
linfopenia. La 2-CdA ¢ sicuramente da preferire all'0-IFN nei casi
in cui sia necessaria una risposta pilt rapida o vi siano controindi-
cazioni al suo uso.

Tra gli inibitori delle tirosin-chinasi, I'imatinib si ¢ dimostrato ef-
ficace solo nelle rare forme con ¢-KIT non mutato o mutazioni di
¢-KIT non coinvolgenti il codone 816 *»3¢V. Limatinib ¢ pure
attivo nelle rare forme di MS associate a leucemia eosinofilica cro-
nica e mutazione FIP1L1-PDGFra: in tali forme KIT ¢ wild-type
(WT) pressoche in tutti i casi 1%2.

Sono in corso studi per valutare l'efficacia nella MS d’altri inibitori

delle tirosin-chinasi: complessivamente il trattamento con dasati-
nib, che in vitro si era dimostrato efficace sia su cellule WT sia
D816V mutate, ha ottenuto risultati assai poco soddisfacenti nelle
forme aggressive 1'>!19, Il masitinib, un inibitore selettivo delle ti-
rosin-chinasi (KIT WT, PDGEF-receptor e Lyn) ha ottenuto nel
56% dei casi un miglioramento dei sintomi >50% in una serie di
25 pazienti affetti da MC o MSI (di cui solo 6 con documentata
mutazione di D816V nella cute o nel midollo), con sintomi non
controllati dagli anti-mediatori. Tale trattamento ¢ stato compli-
cato nel 35% dei casi da severi effetti collaterali @',

La midostaurina, un inibitore orale di multiple tirosin-chinasi, in-
cluso il recettore KIT WT e D816-mutato "'¢'” ha dimostrato
tassi di risposta globale del 60% in 40 pazienti affetti da MS avan-

(118) Complessi-

(119)

zata, tra cui 7 pazienti con leucemia mastocitaria
vamente il farmaco ha mostrato una buona tollerabilita " ¢ la
durata mediana della risposta e della sopravvivenza non ¢ stata rag-
giunta dopo un follow-up mediano di 27 mesi; particolarmente
interessante ¢ l'ottenimento d’una sopravvivenza mediana di 22
mesi nei pazienti con leucemia mastcellulare 1%,

Ad oggi non ¢ chiaro quali pazienti con MS possono effettivamente
beneficiare del tratctamento con inibitori di KIT. Sono necessari
ulteriori studi per chiarire il vantaggio degli inibitori della tirosin-
chinasi su 0-IFN o 2-CdA, che sono ancora considerati il tratta-
mento di prima linea nella MSA. Un’opzione di trattamento
possibile in futuro ¢ la combinazione di piti farmaci citoriduttivi
con potenziali effetti sinergici.

Nei soggetti giovani con forme avanzate a rapida cinetica e dispo-
nibilita di un donatore di midollo, ¢ indicato il trapianto allogenico
preceduto da schemi polichemioterapici comprendenti citosin-ara-

binoside ad alte dosi e analoghi purinici come la fludarabina (o in
alternativa cicli di 2-CdA) 192,

Conclusioni

La mastocitosi ¢ una malattia rara ed eterogenea definita dall’espan-
sione e accumulo di mastociti clonali nella cute e in altri organi;
nella maggior parte dei pazienti adulti si presenta come forma si-
stemica della malattia. In presenza di un sospetto clinico di malattia
il livello sierico di triptasi ¢ un utile parametro per lo screening cosi
come la ricerca della mutazione D816V sul sangue periferico, pur-
che siano disponibili tecniche sufficientemente sensibili. Un
esame del midollo osseo e i successivi esami di stadiazione sono
tuttavia necessari per stabilire la diagnosi, definire la variante e la
relativa prognosi. La diagnosi e il trattamento devono basarsi su
un approccio multidisciplinare che si avvalga della collaborazione
di diversi specialisti (in particolare ematologi, allergologi, derma-
tologi, internisti, reumatologi): i pazienti con MSI, che rappresen-
tano la stragrande maggioranza, pur avendo una pressoche normale
spettanza di vita, richiedono spesso una terapia cronica con anti-
mediatori, un adeguato trattamento per I'osteoporosi e/o un'im-




munoterapia specifica per allergia al veleno di imenotteri conti-

nuativa. Un non corretto approccio a queste problematiche puod

comportare il rischio di reazioni allergiche severe life-threatening o

a complicanze ossee di rilievo. Negli ultimi anni, sono stati svilup-

pati una serie di nuovi approcci terapeutici per quei pazienti con
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Malattie dei telomeri

Cristina Mecucct, Tamara lannotti

Ematologia, Universiti degli Studi di Perugia

Introduzione

Il termine telomeropatie, o sindromi del telomero, deriva dall'osser-
vazione che un’usura delle porzioni telomeriche dei cromosomi co-
stituisce il comune denominatore sottostante manifestazioni cliniche
eterogenee di cui risulta capostipite la discheratosi congenita (Tabella 1).
La familiarita ¢ un elemento fondamentale da investigare nel sospetto
di patologie con coinvolgimento dei telomeri, anche se fenotipi di-
versi e di variabile complessita si possono rilevare nelle diverse gene-
razioni. Geneticamente & inoltre comune il fenomeno della cosiddetta
anticipazione, vale a dire la presentazione clinica in eta sempre pilt

precoce, nel succedersi delle generazioni.

Telomeri e telomerasi

I telomeri sono strutture costituite da ripetizioni multiple di una
piccola sequenza di DNA, un esamero TTAGGG, che proteggono
le estremita cromosomiche dall’erosione dovuta agli enzimi endonu-
cleasi e conferiscono stabilita alle terminazioni medesime e quindi al
cromosoma. Il 3’ della sequenza telomerica termina con un filamento
asingola catena ricco in G (guanina) che viene costretto ad assumere
una conformazione specifica, stabilizzata da un complesso proteico
costituito da sei proteine, detto complesso delle shelterine (TERF1 e
TERE2, TINF2, TPP1, POT1 e RAPI).

Durante la replicazione del DNA si verifica una graduale e continua
perdita di 8-12 nucleotidi telomerici per ciclo replicativo (end repli-
cations problem). Accanto a questa condizione fisiologica, fattori quali
etd, stress e mutazioni nel complesso telomerasi possono accelerare la
progtessiva erosione telomerica. Quando i telomeri raggiungono il
limite critico d’accorciamento (<5Kb, limite di Hayflick) le cellule
subiscono un arresto della proliferazione e vengono inviate verso la
senescenza e I'apoptosi, con limitazione nelle potenzialita rigenerative
del tessuto interessato, a vantaggio dellintegrita morfo-funzionale.
La perdita delle funzioni protettive dei telomeri puo portare le cellule
a manifestare fenomeni di instabilitd genomica con tipiche aberra-
zioni cromosomiche: duplicazione telomerica su uno o entrambi i

cromatidi, fusione fra cromatidi fratelli, fusione termino-terminale,

SINDROME GENI CANDIDATI | MECCANISMO PATOGENETICO
Discheratosi DCK1 A seconda dei geni coinvolti ci pud
congenita (DKC) | TERT essere un deficit della corretta localiz-
TERC zazione nucleare, nel funzionamento
NOP10 0 nella regolazione del complesso
NHP2 della telomerasi
TINF2
Anemia aplastica | TERT Telomerasi difettiva a seguito di deficit
(AA)/ SMD-Hypo | TERC a carico della trascrittasi inversa o del

templato ad RNA

Fibrosi polmonare

TERT

Telomerasi difettiva a seguito di deficit

idiopatica (FPI) | TERC acarico della trascrittasi inversa o del
templato ad RNA

Cirrosi epatica | TERT Telomerasi difettiva a seguito di deficit

criptogenetica | TERC a carico della trascrittasi inversa o del
templato ad RNA

Hoyeraal- DCK1 Stabilita della struttura telomerica

Hreidersson TERT a T-loop e sua corretta destruttura-

(HHS) RTEL1 zione durante la replicazione del DNA.

TINF2

Revesz (RS) TINF2 Stabilita della struttura telomerica
a T-loop

Rothmund- RECQL4 Lelicasi RECQL4 interagisce con le

Thomson (RTS) shelterine TERF1 e 2, in concomitanza
con le mutazioni nella RECQL4 au-
mentano TIFs ai telomeri, rotture e fu-
sioni anomale telomeriche

Coats plus CTC1 Protezione del telomero mediante il
complesso GST (CTC1, STN1 and
TEN1). CTC1 interviene nel riawvio
della forcella replicativa dalla fase di
stallo durante la replicazione del DNA

Anemia FANCD2 Risposta al danno del DNA

di Fanconi (FA)

Localizzazione della proteina a livello
del nucleo ove prende contatto col
DNA telomerico e fattori di regolazione
della telomerasi

Tabella 1 — Fenotipi clinici inclusi nella sindrome del telomero.




123, Ta controffensiva all'erosione ¢ principalmente af-

aneuploidie ¢
fidata alla telomerasi, un complesso ribonucleoproteico deputato ad
aggiungere gli esanucleotidi TTAGGG ripetuti in tandem (circa un
migliaio) a ciascun cromosoma. Il sistema, in questo modo, ¢ in grado
di prevenire I'accorciamento eccessivo e la conseguente attivazione
delle pathways mediate dagli oncosoppressori p53 e Rb.

II complesso telomerasi ¢ costituito da differenti subunita, ognuna
delle quali ¢ codificata da uno specifico gene che da il suo indispen-
sabile contributo alla perfetta funzionalita del complesso “? (Figura
1, Tabella 2). Lattivazione e la repressione del complesso telomerasi
¢ un fenomeno tessuto specifico. Lattivita telomerasica ¢ assente nelle
cellule somatiche, differenziate e post-mitotiche, ed ¢ quindi ristretta
a pochi citotipi cellulari normali: cellule germinali, staminali e pro-
genitori cellulari. Il complesso telomerasi (Figura 1) ¢ costituito da 4
proteine di assemblaggio: le discherine (NOP10, GAR1, DKCI,
NHP2), la trascrittasi inversa che sintetizza gli esameri (TERT), il
templato che funge da stampo (TERC) a localizzazione nucleolare
(corpi del Cajal). In aggiunta & presente una proteina (TCAB1) il cui
ruolo ¢ di favorire il passaggio del complesso delle discherine attra-
verso il nucleolo per il legame con TERC. Lattivita del complesso te-
lomerasi caratterizza tutti quei tessuti che necessitano di un rapido
rinnovamento cellulare, come midollo osseo e cute. Lenzima ¢ altresi
riattivato nell'80% delle neoplasie ¢ ricopre un ruolo fondamentale
nellimmortalizzazione cellulare, eludendo i sistemi di controllo del
ciclo cellulare e sfuggendo alla morte programmata ©’%. Le shelterine
fungono da stabilizzatori dei telomeri con una vera e propria inibi-
zione fisica della telomerasi che si esplica mediante un ripiegamento
indietro della parte a singolo filamento 3’ del telomero venendo ad
insinuarsi nella doppia elica dii DNA in una struttura detta a T-loop,
inaccessibile a qualsiasi enzima. Le shelterine possono ulteriormente
stabilizzare le estremita cromosomiche mediante la costituzione di
strutture ad RNA intramolecolari (TERRA) @19, Queste strutture,
scoperte pill recentemente, sono ben pilt complesse del loop a T
sono strutture planari che si generano per interazione (legami idro-
geno) fra 4 guanine, formando le cosiddette eliche G quadruple.

Queste sono termodinamicamente piu stabili e molto pit difficili

da rompere rispetto al duplex, per cui hanno un effetto di stabilita
11,12,13,14,15)

sul telomero ¢
Le alterazioni dei telomeri e dei geni che codificano per le unita della
telomerasi e per le shelterine, sono tipiche delle telomeropatie (Tabelle
2 e 3), il cui capostipite ¢ la discheratosi congenita (DKC, OMIM
#613989) ad insorgenza precoce. Altre condizioni, a esordio pil tar-
divo e correlate alla discheratosi, includono I'anemia aplastica (AA,
OMIM #609135), la fibrosi polmonare idiopatica (FPI, OMIM
#178500), la cirrosi epatica criptogenetica, varie patologie del midollo
osseo, quali sindromi mielodisplastiche (SMD, OMIM #614286),
leucemia mieloide acuta (LAM, OMIM #601626), leucemia linfatica
cronica (LLC, OMIM #151400) ®451617, Tra i fenotipi eterogenei
di particolare rilievo clinico vanno anche ricordate 'osteoporosi pre-
coce, ricorrenze di tumori e/o di cardiopatie ischemiche, manifesta-
zioni disimmuni, fupus-like. Non di rado i diversi fenotipi possono
sovrapporsi, essere concomitanti, oppure presentarsi in sequenza ed
¢ questa la caratteristica clinica che pud creare difficolta diagnostiche.

Discheratosi congenita (DKC)

E una malattia genetica caratterizzata dalle seguenti manifestazioni
fenotipiche: distrofia ungueale, iperpigmentazione del collo e del
tronco superiore, leucoplachia orale. In molti casi ci possono essere
manifestazioni concomitanti come anomalie dentarie e oculari, ste-
nosi esofagea e uretrale, osteopenie. Uanemia aplastica e la fibrosi
polmonare idiopatica sono spesso considerate un aggravamento della
discheratosi congenita, costituendo la prima causa di morte nei pa-
zienti affetti, ma possono anche costituire 'unica manifestazione cli-
nica . Tale patologia pud essere ereditata in modi differenti. Sono
conosciute infatti tre forme: DKCX (OMIM #305000) legata al cro-
mosoma X, causata da mutazioni nel gene DKCI codificante per
una discherina; una forma autosomica dominante DKCA2 (OMIM
#127550), dovuta a mutazioni nei geni 7ERT e TERC codificanti
per la telomerasi e il suo templato; "' DKCB1 (OMIM #224230),
autosomica recessiva, conseguente a mutazioni nei geni 77NF2,
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Figura 1 — Rappresentazione schematica del telomero con la struttura a singolo filamento costituita da esameri TTAGGG in tandem. A sinistra il complesso proteico di
protezione (shelterine) a destra il complesso della telomerasi composta da 4 subunita proteiche (discherine), dal templato (TERC) e dalla trascrittasi inversa (TERT).

TCABI rappresenta la proteina di delocalizzazione dal nucleo al nucleolo.




NOP10, NHP2 codificanti per le shelterine. A causa del complesso
pattern di eredita, la penetranza e Iespressivita di questa patologia
sono altamente variabili. I telomeri sono fortemente ridotti in lun-
ghezza. Tuttavia & noto che le due condizioni genotipiche (mutazioni
geniche e telomeri corti) sono necessarie, ma non sempre sufficienti

COMPONENTI |LOCAL. |FUNZIONE

CROMOS.
TERT 5p15.33 | Trascrittasi inversa
TERC 3026.2 | Templato RNA
NHP2 5035.3 | Presente nella regione fibrillare del nucleolo € nei
(DKCB2\ corpi del Cajal, & la prima proteina a contattare il
NOLA2) templato, di seguito insieme alle altre discherine

completano il complesso della telomerasi

GAR1 (NOLA1) {4925 snoRNAs appartenente alle H\ACA snoRNPs
e alla telomerasi, specifico per la conversione
delle uridine in pseudouridine (maturazione

RNA).

NOP10
(DKCB1\OLA3)

15q14 Proteina nucleolare che costituisce

il complesso della telomerasi

DKC1 (NOLA4) | Xq28 Costituisce il complesso della telomerasi
e nello specifico & responsabile dei primi step

di processamento dell’rRNA

TCAB1 E il fattore di adattamento fra TERT, TERC
e le discherine, trasporta I'intero complesso

dal nucleo ai corpi del Cajal

17p134

TERF1 8g21.11 | Coinvolto in un meccanismo a feedback nega-
tivo che stabilisce la lunghezza dei telomeri, a
tal fine interagisce con DNA telomerico a dop-

pio filamento, con PINX1, TINF2 e recluta POT1

TERF2 16022.1 | Inibitore della telomerasi, si lega al DNA telo-
merico a doppio filamento per limitare I'allun-
gamento dei telomeri. Protegge le estremita
cromosomiche facendo si che queste manten-

gano la struttura corretta

TINF2 14q12 Mediatore essenziale dell’attivita di TERF1,
interconnette fra loro i fattori che legano il
doppio filamento TERF1-2 con quelli che legano

il singolo filamento telomerico POT1-ACD

TPP1 (ACD)  |16q22.1 |Silega al DNA telomerico a singolo filamento
interagisce e recluta POT1 e TINF2 sui telo-

meri per ultimare I'intero complesso

RAP1
(TERF2IP)

16023.1 | Viene reclutata sui telomeri da TERF2, &
essenziale per la repressione del sistema di ri-
parazione omologa che andrebbe ad agire sul

filamento singolo del DNA telomerico

POT1 7031.33 | Interagisce con TERF1 e ACD, si lega al DNA
telomerico a singolo filamento per trasmettere
informazioni, circa la lunghezza dei telomeri, alle

estremita telomeriche ove la telomerasi & regolata

Tabella 2 — Gen, localizzazione cromosomica e funzione delle proteine telomeriche
¢ telomerasiche.

Malattie dei telomeri

a spiegare le manifestazioni fenotipiche, suggerendo l'intervento di

fattori addizionali, verosimilmente epigenetici 2%

Fenotipi ematologici

Sono sintetizzabili in un'insufficienza midollare di grado variabile che
si manifesta sotto forma di anemia aplastica o di sindrome mielodi-
splastica a midollo ipocellulare, entrambe con potenzialita di evolu-
zione verso leucemia acuta mieloide. E importante notare che, nelle
forme familiari, le stigmate ematologiche possono presentarsi come
l'unica manifestazione clinica, oppure anche in concomitanza con
altri fenotipi clinici come la fibrosi polmonare o una cirrosi criptoge-
netica. Sebbene sostenuta da mutazioni congenite, I'insufficienza mi-
dollare puo presentarsi in et adulta, cosi che le mutazioni nei geni
preposti al controllo dei telomeri debbono essere parte integrante di
un percorso di diagnosi differenziale nelle insufficienze midollari, non
solo nei pazienti pediatrici, ma anche in quelli adulti ©*. Inoltre nelle
insufficienze midollari le mutazioni dei geni che codificano per le
proteine che legano la telomerasi, per le subunita dell’'enzima stesso,
o per le proteine telomeriche, in rari casi sono state riportate anche

come acquisite 724,

Anemia aplastica (AA) e sindromi mielodisplastiche

(SMD)

La diagnosi differenziale tra AA e SMD ipoplastiche (/ypo-SMD)
a tutt’oggi si basa sul numero ed entita delle citopenie del sangue
periferico e su criteri convenzionali di valutazione quantitativa della
cellularita del midollo osseo @) Le caratteristiche morfologiche non
sempre aiutano a discriminare tra queste due entitd, a tal punto che
fare diagnosi di AA o di SMD ipoplastica, in assenza di anomalie
citogenetiche, puo essere quasi impossibile. La diagnosi differenziale
¢ altresi di grande importanza in termini di corretta prognosi e so-
prattutto trattamento appropriato. CAA pud insorgere a qualsiasi
eta e di solito ¢ classificata, sulla base dell’eziologia, in forme idio-
patiche (75%), congenite (10%) e acquisite (15%) ®°. Lesposizione
a fattori di rischio, quali farmaci, agenti chimici, virus, possono
contribuire alle forme acquisite. Tra le forme congenite, il para-
digma ¢ rappresentato dall’anemia di Fanconi. I geni 7ERT, TERC
e TINF2 danno ragione di un sottogruppo di AA congenite con si-
gnificativo accorciamento dei telomeri e con familiarita per telo-
meropatie. Tutti e tre i geni sono caratteristicamente coinvolti anche
nella discheratosi congenita in cui peraltro il fenotipo ematologico
puo anticipare le manifestazioni cutanee soprattutto nei casi con

@7 Va sottolineato che il ricono-

mutazione eterozigote di 7/NF2
scimento dell’origine germinale o somatica di un’eventuale muta-
zione ¢ molto importante nella diagnosi differenziale delle diverse
forme di AA, dal momento che I'accorciamento dei telomeri puod
essere osservato anche in casi di AA acquisita. D’altra parte la dia-
gnosi differenziale tra AA da interessamento dei geni preposti alla

struttura e funzione del telomero e anemie aplastiche da cause im-




munomediate ¢ rilevante per predire la risposta alla terapia immu-
nosoppressiva, dal momento che la prima non risponde all'immu-
nosoppressione 9. T geni TERT e TERC sono anche associati al
fenotipo di SMD ipocellulare acquisita, suggerendo che le muta-
zioni telomeriche sono il denominatore comune di un’insufficienza
midollare con due fenotipi: AA o SMD. L accorciamento dei telo-
meri ¢ stato peraltro investigato e dimostrato nelle SMD acquisite
(@9303132) Tnoltre accorciamento critico dei telomeri costituisce un
fattore di rischio di impatto prognostico per I'evoluzione clonale
delle sindromi mielodisplastiche (SMD) ¢ la progressione verso leu-
cemia acuta®¥. Un interessante meccanismo patogenetico dell’ac-
corciamento dei telomeri nelle SMD ¢ derivato dalle dimostrazioni
di variazioni del repertoire T-cellulare con conseguente alterazione
dell’omeostasi nel compartimento ematopoietico, fornendo alcune
chiavi interpretative sui meccanismi cellulari sottostanti I'insuffi-

cienza midollare dell’AA e delle Aypo-SMD ©3.
Altri fenotipi
Fibrosi polmonare idiopatica (FPI)

E un disordine caratterizzato dal progressivo e irreversibile deteriora-
mento del tessuto polmonare che in ultimo provoca grave insuffi-
cienza funzionale. Molti casi sono definiti sporadici. Al contrario circa
il 20% sembrano essere familiari con una eredita autosomica domi-
nante e una penetranza variabile. Molti fattori ambientali, fra cui
I'abitudine al fumo e mutazioni nel gene 7ERT, possono essere im-
plicati come fattori determinanti questo fenotipo. Attraverso nume-
rosi studi di FPI su pedigree di intere famiglie ¢ stato osservato che
alcuni membri mostrano caratteristiche cliniche associabili alla DKC
oalla AA, cancro, osteopenia o osteoporosi. Tutto cio ¢ riconducibile
ad una telomerasi difettiva.

Pazienti con diagnosi di FPI dovrebbero essere infatti analizzati per
le mutazioni germinali dei geni preposti alla stabilita telomerica, in
particolare TERT e TERC %339, Ugualmente pazienti con AA/SMD
e un'anamnesi familiare positiva per FPI sono candidati per Ianalisi
mutazionale dei geni delle proteine telomeriche e telomerasiche.

Cirrosi epatica criptogenetica

Fra le telomeropatie viene annoverata la cirrosi criptogenica cosi
definita quando la causa di origine non ¢ determinabile *”. Tra le
cause genetiche di questo fenotipo epatico, sono presenti mutazioni
nei geni 7ERT e TERC, bassa attivita telomerasica residua e telomeri
corti, caratteristiche tutte che si sovrappongono perfettamente al qua-
dro delle sindromi telomeriche. Non di rado si osserva anche che nei
pazienti affetti dalle telomeropatie piti comuni, come la DKC 0 'AA,
ci sia un aumento nella frequenza di sviluppo di compromissioni epa-
tiche quali fibrosi e cirrosi. La lunghezza ridotta dei telomeri ¢ stata
correlata anche al grado di fibrosi. Gli epatociti di un fegato cirrotico
presentano telomeri pili corti rispetto agli epatociti di un paziente
con epatite e in entrambi i casi i telomeri sono ridotti rispetto a quelli

degli epatociti sani . E plausibile che il logoramento dei telomeri
giochi un ruolo importante nel zurnover cellulare conseguente alla ri-

394040- Tpy altri termini il meccanismo di

generazione degli epatociti
instabilita e senescenza indotto dall’accorciamento dei telomeri ¢
comprensibile che determini un fenotipo in un tessuto con costante

e attiva rigenerazione cellulare come quello epatico.

Sindrome di Hoyeraal-Hreidersson (HHS)

E una malattia recessiva legata al cromosoma X, considerata una va-
riante grave della DKC. E caratterizzata da ritardo della crescita pre-
natale, microcefalia, ipoplasia cerebellare, immunodeficienza e AA.
La HHS ¢ causata principalmente da mutazioni del gene DCK1 ma
recentemente sono stati caratterizzati altri geni che sembrerebbero in-
tervenire nel fenotipo quali 7ERT, RTELI o TINF2. RTEL1(20q13.3)
codifica per una elicasi indispensabile per la corretta destrutturazione

del T-loop telomerico durante la replicazione del DNA (2434449,

Pazienti HHS presentano telomeri sorprendentemente corti “647.

Sindrome di Revesz (RS)

E una sindrome estremamente rara in cui sono associate AA e retino-
patia, congiuntamente a distrofia ungueale, ritardo mentale ¢ ipoplasia
cerebellare. I malati di Revesz presentano telomeri estremamente corti

e genotipicamente le responsabili di tale fenotipo sono mutazioni in
eterozigosi del gene TINF2 4.4,

Sindrome di Rothmund-Thomson (RTS)

E caratterizzata da anomalie cutanee quali genodermatosi, poichilo-
derma, distrofia ungueale e ipercheratosi. Possono associarsi anomalie
scheletriche, anomalie dentarie, ritardo della crescita, invecchiamento
precoce e predisposizione al cancro. La RTS ¢ trasmessa come carat-
tere autosomico recessivo ed ¢ eterogenea dal punto di vista genetico:
¢ dovuta alle mutazioni omozigoti o eterozigoti del gene RECQL4
(8q24.3) che codifica per una elicasi.

PATOLOGIA GENI ESONI/DOMINI | MUTAZIONI
TERT 2-5-7
TINF2 6
DKC1 / MISSENSO
AA/SMD-Hypo | GAR1 2
NOP10 /
TERC PSEUDOKNOT | DELEZIONI
/ CR4-CR5
TERT 2-5-7
TINF2 6
DKC1 4-11-12 MISSENSO
DKC GAR1 2
NOP10 2
TERC PSEUDOKNOT | DELEZIONI
HHS/RS TINF2 6 MISSENSO

Tabella 3 — Mutazioni frequenti nella sindrome del telomero.




In concomitanza con queste mutazioni aumenta Iinstabilita genetica,
in particolare aumentano la quantita di foci indotti dal danno del
DNA telomerico, cosiddetti TIFS (telomere induced foci) ™), rotture
¢ fusioni anomale telomeriche. Lelicasi RECQL4 interagisce con due
delle principali shelterine TERF1 e 2 ®.

Sindrome di coals plus

E un fenotipo molto raro caratterizzato da microangiopatia cerebro-
retinica con calcificazioni e cisti, difetti midollari e gastrointestinali,
dovuto principalmente a mutazioni nel gene C7CI(17p13.1). Que-
sto gene fa parte del complesso di protezione del telomero CST
(CTC1, STN1 ¢ TEN1) che ha il compito di interagire con le shel-
terine e proteggere i telomeri.

CTCl interviene nel riavvio della forcella replicativa dalla fase di stallo
durante la replicazione del DNA. CTCl in particolare interviene sul
filamento in ritardo, quindi quello complementare al DNA a singolo
filamento dei telomeri cui si lega ©"*?. Forse proprio per il fatto che
questo gene non interviene direttamente nella sintesi del DNA telo-
merico ma del filamento opposto, i telomeri nei pazienti affetti non
risultano erosi in modo eccessivo pur mostrando le differenze fra i
mutati eterozigoti e omozigoti ©*>9.

Anemia di Fanconi (AF)

E senzaltro la forma pitt nota di AA/SMD su base congenita. Per un
corretto inquadramento clinico/genetico si rimanda alla recente re-
visione di Garaycoechea J1. e Patel KJ ©%. Qui viene citata perche tra
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Introduzione

La sindrome di von Willebrand acquisita (AVWS ) e lemofilia ac-
quisita (AHA) sono due rare malattie emorragiche dovute a mec-
canismi acquisiti. CAVWS si presenta con caratteristiche cliniche
e di laboratorio simili alla malattia di von Willebrand ereditaria
(VWD) e si manifesta prevalentemente in pazienti affetti da disor-
dini linfoproliferativi, patologie cardiovascolari, neoplasie mielo-
proliferative e disordini immunologici. Nella maggior parte dei
casi (pitt dell’80%) 'AVWS viene diagnosticata in seguito a com-
plicanze emorragiche. In circa 20-33% dei pazienti affetti da
AVWS si verificano episodi emorragici ricorrenti, soprattutto in
seguito ad eventi traumatici maggiori o ad interventi chirurgici.
AVWS ¢ causata da meccanismi eterogenei, ed ¢ quindi spesso ne-
cessario piti di un approccio terapeutico per prevenire o trattare
un evento emorragico acuto.

Lemofilia acquisita (AHA) ¢ un disordine autoimmune causato
dalla presenza di autoanticorpi contro il fattore VIII della coagu-
lazione la cui incidenza aumenta con 'aumentare dell’etd. Una dia-
gnosi rapida e accurata ¢ necessaria per poter impostare una terapia
corretta che permetta di controllare I'evento emorragico spesso
grave.

I concentrati del complesso protrombinico ed il fattore VII attivato
sono fondamentali nel trattamento di questi eventi emorragici. E
inoltre possibile controllare I'anticorpo inibitore utilizzando far-
maci immunosoppressori quali i farmaci steroidei e citotossici;
come approccio di seconda linea il rituximab ¢ stato utilizzato con
successo in alcuni casi.

Gli inibitori acquisiti dei fattori della coagulazione (AHI) rappre-
sentano una forma relativamente rara tra i difetti acquisiti del-
'emostasi, ma dovrebbero essere immediatamente diagnosticati a
causa della loro grave tendenza emorragica . Questi AHI sono
anticorpi circolanti (prevalentemente immunoglobuline) che neu-
tralizzano selettivamente ['attivita di diverse proteine emostatiche
determinando un quadro di carenza; questi possono svilupparsi
nel plasma di soggetti nei quali i processi emostatici sono risultati
in precedenza normali. Questi inibitori acquisiti sono definiti come

autoanticorpi a differenza degli inibitori tipo alloanticorpi che si
manifestano nei soggetti affetti da carenze congenite di fattori della
coagulazione come conseguenza della terapia sostitutiva .
Linibitore pili noto ¢ diretto contro il fattore VIII (FVIII) e si ma-
nifesta nel 15-30% dei pazienti affetti da emofilia ereditaria (allo-
anticorpi). La condizione clinica causata da autoanticorpi si chiama
emofilia acquisita (AHA) . Un altro difetto acquisito dell'emo-
stasi che coinvolge il complesso FVIIl/fattore von Willebrand
(VWE) & noto come sindrome AVWS che va distinta dai difetti
ereditari del VWF definiti come malattia di VWD @,

Oltre allCAVWS e al’AHA sono state descritte altre forme di AHI
contro Fattore V, VII, IX, X, XI, XII e XIII che tuttavia sono molto
rare . Il trattamento dei pazienti affetti da AVWS, AHA e altre
forme di AHI ¢ difficile e costoso; la consulenza di un ematologo
esperto si rende spesso necessaria.

La sindrome AVWS

Definizione ed epidemiologia

LCAVWS ¢ un disordine emorragico acquisito, descritto per la
prima volta nel 1968, le cui caratteristiche cliniche e di laboratorio
sono simili a quelle che si riscontrano nella malattia di von Wille-
brand ereditaria ®. Questo raro disordine emorragico si manifesta
soprattutto in pazienti affetti da disordini linfoproliferativi (DLP),
da patologie cardiovascolari (PCV), da neoplasie mieloproliferative
(NMP) e da disordini immunologici. Tuttavia anomalie che ri-
guardano il dosaggio, la struttura o la funzione del VWF circolante
possono verificarsi anche in altre condizioni cliniche . Tra le ma-
lattie ematologiche le gammopatie monoclonali di incerto signi-
ficato (MGUS) e la trombocitemia essenziale (TE) sono
considerate tra le pili frequenti condizioni associate all AVWS, ma
difetti acquisiti del VWF possono essere riscontrati in molte altre
malattie linfo-e mieloproliferative croniche e acute ©¥. Nella mag-
glor parte dei casi TAVWS viene diagnosticata in seguito a com-
plicanze emorragiche: infatti '80% dei casi si presenta con un
sanguinamento attivo. In circa 20-33% dei pazienti affetti dal-
'AVWS si verificano episodi emorragici ricorrenti, soprattutto in




seguito ad eventi traumatici maggiori o ad interventi chirurgici “.
In considerazione dell'eterogeneita dei meccanismi patogenetici del-
IAVWS, l'utilizzo di molteplici approcei terapeutici ¢ spesso neces-
sario per prevenire o trattare gli eventi emorragici acuti. La remissione
clinica in alcuni casi di AVWS puo essere ottenuta trattando i disor-
dini sottostanti. E stato difficile raccogliere dati sul’ AVWS perché
anche i grandi centri non hanno a disposizione un numero sufficiente
di pazienti per poter valutare in modo completo questo raro disordine
emorragico e non esistono studi prospettici. Per questo motivo la pre-
valenza reale del’AVWS nella popolazione generale ¢ quindi incerta.
Trail 1998 e il 1999, ¢ stato condotto uno studio retrospettivo che &
stato anche pubblicato come comunicazione ufficiale della Scientific
and Standardization Committee (SSC) della International Society on
Thrombosis and Hemostasis (ISTH), che fornisce informazioni dei casi
inseriti nel registro ISTH-SSC “. Pochi altri casi di AVWS sono stati
descritti da singole istituzioni ®'”’. La prevalenza del’ AVWS ¢ proba-
bilmente sottostimata perché pochi medici ricercano anomalie del
VWE in pazienti affetti da malattie ematologiche, cardiovascolari o
disordini immunologici. La distribuzione dei disordini associati al-
I'AVWS sta cambiando come descritto da recenti revisioni della lette-
ratura (Figura 1) con un significativo incremento dei casi associati a
disordini cardiovascolari 7.

Patogenesi

Rispetto alla malattia di von Willebrand ereditaria, nella maggior
parte dei pazienti affetti da AVWS il VWF ¢ sintetizzato in quantita
normale o talvolta aumentata. Ridotti livelli plasmatici di VWF pos-

sono derivare da unaccelerata rimozione del VWF dal plasma attra-
verso tre meccanismi patogenetici principali: a) auto-anticorpi spe-
cifici o non-specifici che formano complessi immuni circolanti con
VWE (questi complessi vengono eliminati dalle cellule attraverso re-
cettori Fc che legano immunoglobuline IgG); b) assorbimento del
VWEF da parte di cloni di cellule maligne; ¢) perdita di multimeri
ad alto peso molecolare del VWF (VWF HMW) in condizioni di
alto shear-stress. Una sintesi di questi meccanismi ¢ mostrata nella
Figura 2. Rispetto all AHA (che & sempre causata da auto-anticorpi
contro il FVIII), PAVWS ¢ caratterizzata da meccanismi patogenetici
pili eterogenei. Nessuno dei meccanismi patogenetici descritti sem-
bra essere patologia-specifico, lo stesso meccanismo pud essere re-
sponsabile dell'insorgenza di AVWS in differenti quadri patologici
associati alla sindrome. Inoltre in alcuni casi il meccanismo di base

(4-10)

resta sConosciuto
Un altro importante meccanismo, talvolta dimenticato, responsabile
di difetti acquisiti del VWEF ¢ 'aumentata proteolisi del VWF attra-
verso proteasi specifiche che degradano il VIWF HMW @V,

Test diagnostici

I test utilizzati per diagnosticare TAVWS sono gli stessi utilizzati
per la VWD ereditaria e la diagnosi differenziale puo essere talvolta
difficile (Tabella 1). Tempo di emorragia e tempo di tromboplastina
parziale attivato (APTT) non sono molto utili. FVIIL:C, VWEF:Ag,
VWE:RCo e collagen-binding activity (VWF:CB) sono talora ri-
dotti, soprattutto nei disordini linfoproliferativi. Una riduzione del
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Figura 1 - La distribuzione dei quadyri clinici (cardiovascolari, ematologici e altri) associati all AVWS: da sinistra a destra quelli riportati in letteratura, del registro
della Germania ®) e del Centro di Hannover "°. Dal basso verso ['alto di ciascun istogramma sono descritti il numero di casi di AVWS associati a queste 3 condiziont.




rapporto funzione/antigene (VWF:RCo/Ag 0o VWF:CB/Ag) pud
indicare un difetto strutturale o funzionale anche se i livelli di atti-
vita assoluta rimangono nei limiti di norma.

Una perdita o riduzione dei multimeri di VWF ad alto peso mole-
colare (VWE-HMW) pud essere quantificata utilizzando la densi-
tometria. Tuttavia queste metodiche non sono disponibili in tutti i

Emofilia e sindromi di von Willebrand acquisite

laboratori e non sono ancora state standardizzate. Inoltre, variabili
legate alle modalita di prelievo possono contribuire alla perdita di
multimeri HMW. Una diminuzione di multimeri HMW puo tal-
volta essere osservata in pazienti con VWEF:RCo and VWF:CB nor-
mali e anche con rapporti VWF:RCo/Ag e VWF:CB/Ag normali 7.

La misurazione del VWF pro-peptide (noto in precedenza come

Fattori Favorevole al’AVWS

Favorevole al VWD

Limitazioni

Anamnesi del paziente Insorgenza di emorragie tardive

Emorragie prima dei 15 anni

Penetranza variabile della VWD

Eventi chirurgici non complicati prima
dellinsorgenza delle emorragie

Nessun intervento chirurgico senza
complicanze o nessuna situazione
precedente di alto rischio

Anamnesi familiare Negativa

Positiva

Penetranza variabile della VWD

Disordini associati al’AVWS | Presenti

Assenti

Presenza concomitante di malattie
ad alta prevalenza, e.g. MGUS negli anziani

Test di laboratorio Presenza di un inibitore 0 un anticorpo

legante il VWF

Mutazioni sul gene del VWF

Bassa frequenza di casi in cui riscontrare
gli inibitori nella AVWS

Allo-anticorpi in casi rari di VWD di tipo 3

Risposta al trattamento Remissione dopo il trattamento della

malattia sottostante

Normale recupero e emivita
dei concentrati di VWF

Non possibile valutarlo prima del trattamento

Risposta alle IVIG (nelle AVWS
associate a MGUS-IgG)

Risposta alla desmopressina

Breve risposta a concentrati con VWF
0 alla desmopressina

Tabella 1 — Diagnosi differenziale tra AVWS e VWD ereditaria .

VWEF della
matrice

Collagene

— Cellule endoteliali

Matrice extracellulare

Figura 2 — Rappresentazione grafica dal basso verso lalto dei principali meccanismi che causano AVWS parzialmente modificati dal precedente report . Pannello inferiore: la
proteina VWF & normalmente sintetizzata e rilasciata dalle cellule endoteliali: multimeri ad alto peso molecolare (HMW) di VWF sono presenti in seguito alla scissione del pro-
peptide. Pannello centrale: la normale struttura e funzione del VWF pub essere modificata da 3 meccanismi che possono determinare AVWS. Auto-anticorpi specifici e non specifici
(a); consumo del VWF da parte di cloni di cellule anomale o maligne (b); perdita dei multimeri HMW VWE in condizioni di elevato stress per anomalie delle valvole cardiache (c).
Pannello superiore: gli effesti dei 3 diversi meccanismi dellAVWS nell indurre una riduzione delle attivita VWF con livelli molto bassi di VWF: lu presenza di autoanticorpi (a) e la

rimogione preferenziale dei multimeri HMW VWF (b e ).
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VWE:Ag II) ¢ stata suggerita per migliorare la diagnosi dell’ AVWS in
quanto rappresenta un marcatore di biosintesi del VWE Un aumento
del rapporto pro-peptide/VWEF:Ag riflette una eliminazione del
VWEF dal plasma accelerata. Tuttavia lo stesso quadro si verifica in
un sottogruppo di pazienti con VWD tipo 1 "%, Quindi il rapporto
pro-peptide/ VWE:Ag non sempre permette di discriminare tra
AVWS e VWD e non puo essere raccomandato, al momento, come
test di routine !”. Gli autoanticorpi giocano un ruolo nella pato-
genesi di alcuni casi di AVWS, in particolare di quelli secondari a
malattie linfoproliferative. La presenza di auto-anticorpi sembra es-
sere associata ad una tendenza emorragica piti grave ®. In una mino-
ranza di casi gli anticorpi inibitori possono essere identificati in studi
mixing del VIWE:RCo o VWEF:CB. A differenza di cio che si osserva
nel’AHA, dove gli anticorpi inibitori del FVIII sono sostanzial-
mente sempre identificabili con test di laboratorio codificati, la pro-
babilita di identificare I'inibitore nell AVWS & bassa . Nei pazienti
affetti da AVWS, gli autoanticorpi formano complessi circolanti
con il VWE impedendone cosi I'identificazione a meno che il com-
plesso non venga dissociato col calore o con altri metodi. Anticorpi
non neutralizzanti che legano il VWF possono essere identificati
attraverso ELISA e sono stati riportati in pazienti affetti da DLP
ma anche in altri disordini "; tuttavia non sono ad oggi disponibili
test standardizzati per la determinazione di questi anticorpi. Il VWE
plasma derivato contiene antigeni del sistema ABO ¢ non dovrebbe
essere utilizzato come antigene in ELISA, poiché la presenza di iso-
agglutinine potrebbe fornire risultati falsi positivi. Il VWF umano
ricombinante espresso da colture cellulari animali ¢ attualmente og-

getto di studio come reagente che potrebbe potenzialmente risolvere
questo problema .

Approcci terapeutici

Esistono due principali situazioni cliniche in cui si dovrebbe sospet-
tare la diagnosi di AVWS: (i) episodi emorragici in pazienti che pre-
sentano esami di laboratorio suggestivi di anomalie del VWE; (ii)
pazienti che devono essere sottoposti a procedure che li espongono
ad un alto rischio di sanguinamento “'V. Gli obiettivi principali nel
trattamento dell’ AVWS sono: il controllo delle emorragie acute, la
prevenzione delle emorragie nelle situazioni ad alto rischio e la re-
missione a lungo termine della AVWS. La strategia da utilizzare per
raggiungere questi scopi dipende dal meccanismo patologico alla
base della AVWS (Tabella 2).

Quando possibile, il trattamento dovrebbe essere mirato alla rimo-
zione della malattia di base, la cui remissione pud risolvere anche
I'AVWS. Tuttavia, non ¢ sempre possibile trattare la malattia di base.
Le evidenze sull’efficacia e la sicurezza dei vari trattamenti emostatici
comunemente usati sono riassunte qui di seguito. La desmopressina
(DDAVP), un analogo sintetico della vasopressina, pud essere usato
per prevenire e controllare I'emorragia in alcuni pazienti con AVWS.
DDAVP ¢ generalmente somministrata in dosi di 0,3 micro-
grammi/kg peso corporeo, per via endovenosa in 30 minuti, una o
due volte al giorno. Nell'unico studio clinico prospettico sul tratta-
mento con DDAVP, eseguito in 10 pazienti con MGUS, tutti i sog-
getti mostravano un miglioramento del livello di VWF 30 minuti
dopo il trattamento, anche se dopo 4 ore i livelli di VWE erano vicini
ai valori di base “. Pertanto VWF:Ag e VWF:RCo, insieme con

Malattia sottostante

Trattamento della malattia sottostante

Opzioni terapeutiche addizionali

Malattia autoimmune

Lupus eritematoso sistemico Steroidi, ciclofosfamide

IVIG (solo nelle IgG-MGUS o

Disordini linfoproliferativi

quell anti-VWF IgG), plasmaferesi

MGUS Generalmente non trattabili

0 immunoadsorbimento,
anti-fibrinolitici,

Linfoma, mieloma multiplo

Chemioterapia secondo la malattia

concentrati contenenti VWF, rFVila

Cardiovascolari

Stenosi della valvola aortica e anomalie

Chirurgia correttiva
che aumentano lo shear-stress

Concentrati contenenti VWF, anti-fibrinolitici

Valvola cardiaca disfunzionante, LVAD Chirurgia correttiva se applicabile

Ridurre o sospendere la terapia anticoagulante,
concentrati contenenti VWF

Sindromi mieloproliferative

Trombocitemia essenziale

Terapia citoriduttiva, chemioterapia o trapianto di midollo
in caso di malattia in progressione

Sospendere aspirina (se possibile),
desmopressina, anti-fibrinolitici,

Policitemia vera

Flebotomia, terapia citoriduttiva, chemioterapia o trapianto di
midollo in caso di malattia in progressione

concentrati contenenti VWF

Leucemia mieloide cronica

TK inibitori, trapianto cellule staminali

Tabella 2 — Approcci terapeutici nell AVWS tenendo conto della malattia sottostante 7.




FVIIIC, devono sempre essere strettamente monitorati quando
DDAVP ¢ usata per la profilassi e il trattamento dell’emorragie. Cau-
tela deve essere esercitata durante 'utilizzo di questa terapia in pa-
zienti che hanno disturbi cardiovascolari e/o che sono anziani, ed ¢
necessario attuare stretti monitoraggi per prevenire il sovraccarico di
liquidi e iponatriemia, che sono i pit comuni effetti avversi del
DDAVP. Concentrati di VWE/FVIII possono essere utilizzati per la
terapia sostitutiva. Nella pratica clinica, dosi comprese tra 30 e 100
VWEF:RCo unita/kg sono consigliate, a seconda dellattivita residua
del VWE della gravita dellemorragia e della presenza di inibitori.
Come per il DDAVP, 'emivita del VWEF infuso puo essere molto
breve nei quadri di AVWS, in particolare in pazienti in cui TAVWS
¢ associata a MGUS o inibitori . E necessario un attento monito-
raggio della risposta clinica al trattamento, con le misure di attivita
del VWE, in modo da poter adattare le dosi e gli intervalli di dose.
Gammaglobuline per via endovenosa (IVIG) per il trattamento
del’AVWS sono state valutate in uno studio prospettico in pazienti
con AVWS associati a MGUS della classe IgG (IgG-MGUS): dosi
di 1 grammo/kg di peso corporeo al giorno venivano utilizzati per 2
giorni. Un aumento del VWEF e FVIII, e un accorciamento del
tempo di emorragia, sono stati osservati il giorno dopo la seconda
infusione, raggiungendo livelli massimi dopo 4 giorni e ritornando
ai valori basali entro i 21 giorni ©. Il trattamento con IVIG non ¢
risultato efficace nei pazienti con AVWS associate a MGUS della
classe di immunoglobuline M (IgM MGUS). Dosi ripetute di IVIG
ogni 3 settimane sono efficaci per indurre una lunga remissione
dall’AVWS, ma dosi piti basse (0,5-0,75 mg/kg) non sono sufficienti
a correggere questi difetti del VWEF ©.

Fattore VII ricombinante attivato (rFVIIa) come agente emostatico
¢ stato utilizzato anche in pazienti con AVWS e VWD tipo 3 eredi-
taria, in particolare in caso di alloanticorpi contro il VWE rFVIIa ¢
generalmente somministrato alla dose di 90 mg/kg di peso corporeo
(range 40-150 mg/k), per una mediana di 3 dosi (range 1-54). Il
trattamento ¢ solitamente efficace, con un tasso di risposte riportate
del 96 % dei pazienti. Nei pazienti con emofilia trattati con rFVIIa
le complicanze trombo-emboliche sono rare, ma non ¢ chiaro se que-
sto dato ¢ valido anche per i pazienti con AVWS o VWD trattati
con questa terapia. Particolare attenzione deve essere esercitata, in
particolare nel trattamento di pazienti anziani e/o altri pazienti ad
alto rischio trombo-embolico .

La plasmaferesi pud essere utilizzata per ridurre i livelli di autoanti-
corpi e paraproteine di qualsiasi classe di immunoglobuline, anche
se il trattamento ¢ pili efficace nel ridurre i livelli di anticorpi IgM.
La plasmaferesi ¢ stata proposta come terapia standard per i pazienti
con AVWS secondaria a MGUS IgM. In caso di impiego di questo
trattamento, bisognerebbe utilizzare plasma fresco congelato invece
dell'albumina, in modo da prevenire la deplezione di fibrinogeno e

di altri fattori della coagulazione. Quando questo trattamento viene
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utilizzato per la gestione di emorragie gravi, il ripristino dei livelli di
VWE pud essere accelerato da un trattamento concomitante con

concentrato-VWE o DDAVP (D,

Malattie associate

Le DLP sono presenti in una notevole percentuale di casi con
AVWS, sia in letteratura (30%) sia nel Registro di sistema ISTH
(48%), come riportato nel Registro internazionale “. Altri disturbi
del sistema immunitario come il lupus eritematoso sistemico, ma-
lattia caratterizzata da una componente graft versus host disease e da
aspetti di malattia del tessuto connettivo, sono stati riportati meno
frequentemente. Il rischio di emorragie in questi pazienti sembra es-
sere maggiore che nei disturbi cardiovascolari . Va notato, tuttavia,
che 'emorragia pud dipendere non soltanto da AVWS. Nei pazienti
con malattia di Waldenstrom o IgM MGUS, per esempio, I'emor-
ragia pud anche essere determinata dal danno vascolare dovuto al-

l'iperviscosita.

Gestione delle emergenze emorragiche

DDAVP o i concentrati di VWF provocano un aumento dei livelli
di VWF circolante solamente di breve durata. Pertanto, questi trat-
tamenti richiedono un attento monitoraggio e possono a volte essere
inefficaci. I pazienti con auto-anticorpi della classe IgG e/o parapro-
teine di solito rispondono bene alle IVIG. Un miglioramento dei va-
lori di VWE si osserva tipicamente dopo 12-72 ore e dura per diversi
giorni o settimane . Il trattamento con le IVIG ¢ raccomandato per
il trattamento di seconda linea nei pazienti che non rispondono alla
DDAVP o ai concentrati contenenti VWE Poiché le IVIG non
hanno un’efficacia immediata, I'uso simultaneo di DDAVP o con-
centrati contenenti VWF puo essere necessario nei primi giorni. Pa-
zienti con paraproteine della classe [gM non rispondono alle IVIG “.
La plasmaferesi combinata alla somministrazione di concentrati con-

tenenti VWF ¢ stata segnalata essere efficace in alcuni casi .

Remissione a lungo termine

Il trattamento della malattia sottostante dovrebbe essere sempre va-
lutato quando possibile. Le MGUS di solito non sono trattate nei
pazienti asintomatici. Se diventa sintomatica a causa di AVWS, una
terapia efficace a lungo termine sarebbe altamente giustificata, ma
purtroppo non ¢ stata ancora stabilita. Pertanto, IVIG (per IgG-
MGUS) e plasmaferesi (per [gM MGUS) rimangono le uniche op-
zioni terapeutiche in questo momento. Per i pazienti con linfomi a
cellule B o mieloma multiplo, la chemioterapia di successo (even-
tualmente in combinazione con rituximab) pud indurre remissioni
di AVWS con un tasso di successo globale tra 35 ¢ il 70%. Steroidi,
altri farmaci immunosoppressori, e IVIG (per gli anticorpi leganti
VWE-IgG) dovrebbero essere considerati nei disordini autoimmuni,

), Non esistono studi

ma sono disponibili solo pochi dati a riguardo
in cui siano stati proposti schemi di trattamento per la rimozione

degli anticorpi.




AVWS e neoplasie mieloproliferative

AVWS associati a neoplasie mieloproliferative (NMP) sono prima-
riamente causate dal consumo di VWF da parte delle cellule patolo-
giche circolanti, in particolare piastrine 419,

Nella trombocitemia essenziale (TE) e nella policitemia vera (PV)
questa problematica ¢ stata riportata, ma queste alterazioni possono
verificarsi anche nella leucemia mieloide cronica (LMC), nella mie-
lofibrosi primaria (MF) e talvolta nella leucemia acuta. In uno studio
prospettico condotto da Mohri et al.*", PAVWS ¢ stata diagnosticata
in 14 pazienti su 125 consecutivi (11%) con NMP.

Anche se i fattori di rischio di emorragia nei pazienti con NMP non
sono stati ancora ben descritti, la maggior parte degli studi hanno
concluso che una conta piastrinica molto elevata (>1.500.000/pl) &
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un fattore di rischio significativo di emorragia 7. Infatd, ¢ stata

precedentemente riportata una relazione inversa tra la conta piastri-
nica e il VWF:RCo/Ag o VWF:CB/Ag nei pazienti con NMP 7.,
Tuttavia, nella serie prospettica da Mohri et al. ®la conta piastrinica
mediana dei pazienti con NMP e AVWS ¢ risultata essere solo
638.000/pl (range 120-1,305.000).

Sembra quindi probabile che ulteriori fattori di rischio, quali i difetti
della funzione piastrinica, possano verosimilmente contribuire al san-
guinamento. Il rapporto tra conta piastrinica, AVWS, difetti della
funzione piastrinica e il rischio di emorragia andrebbe valutato in
nuovi studi futuri. Per il momento, secondo le raccomandazioni
degli esperti, le emorragie in pazienti con NMP dovrebbero essere
sottoposte a screening sia per AVWS che per difetti della funzione

piastrinica V.

Trattamento delle emorragie

La terapia citoriduttiva ¢ stata descritta essere capace di indurre la
remissione dell’ AVWS nei pazienti con NMP e dovrebbe essere presa
in considerazione in pazienti con emorragia '". Tuttavia, il tratta-
mento di solito non ha un'efficacia immediata e potrebbero essere
richiesti trattamenti aggiuntivi nei pazienti con emorragie attive.
In teoria, DDAVP dovrebbe essere il trattamento preferenziale, in
quanto il VWF appena rilasciato dalle cellule endoteliali contiene
grandi quantita di multimeri ad alto peso molecolare, che risultano
essere maggiori di quelli contenuti nei concentrati a base di plasma.
Tuttavia, la percentuale di successo riportata nei pazienti con NMP
¢ stato solo del 21% @. T concentrati di VWF sono pilt costosi e non
¢ stato descritto un significativo aumento delle risposte “: il tratta-
mento con dosi pitt elevate (ad esempio 50-80 Ul/kg due o tre volte
al giorno) talvolta produce migliori risultati. In alternativa, ripetute
dosi di rFVIIa possono essere considerate per una grave emorragia
refrattaria ad altre modalita di trattamento .

Prevenzione del rischio trombotico
Vi & consenso sul fatto che i fattori di rischio cardiovascolare dovreb-

bero essere affrontati. La profilassi primaria con aspirina ¢ general-

mente raccomandata nella PV e nella TE salvo controindicazioni.
Le principali controindicazioni sono l'intolleranza e I'emorragia:
forse anche la presenza dellAVWS dovrebbe essere considerata V).
Nei pazienti asintomatici con conta piastrinica molto elevata
(>1500.000/pl), dove TAVWS sembra essere particolarmente co-
mune, l'introduzione dell’aspirina deve essere rimandata fino a
quando la terapia citoriduttiva non ha ridotto la conta piastrinica
sotto 1.000/pl. Se si verificano eventi trombo-embolici in pazienti
con AVWS asintomatici, farmaci antitrombotici devono essere som-
ministrati nello stesso modo come nella popolazione generale. Di
solito, questo include farmaci anti-piastrinici per eventi arteriosi e

anticoagulanti per eventi venosi .

AVWS associata a malattie cardiovascolari

Il numero di casi con AVWS associati a disturbi cardiovascolari ¢ au-
mentato nel corso degli ultimi 10 anni in seguito alle osservazioni
di vari autori 2. Valori normali o aumentati di VWF:Ag,
VWE:RCo, e VWEF:CB sono molto comuni nelle AVWS associate
a malattia cardiovascolari ") Pertanto, questi test non possono essere
utilizzati per escludere AVWS. I rapporti VWF:RCo/Ag e VWE:
CB/Ag possono migliorare la sensibilita, ma ¢ ancora insufficiente
per porre la diagnosi in modo corretto in tutti i pazienti. Questo
quadro ha una duplice implicazione: in primo luogo, I'analisi dei
multimeri ¢ di solito richiesta prima di escludere la diagnosi di
AVWS in questo gruppo di pazienti; in secondo luogo, VWEF:Ag e
VWE:RCo non possono essere utilizzati nella maggior parte dei casi

per il monitoraggio durante il tractamento .

Approcci terapeutici

II trattamento deve mirare a correggere la disfunzione cardiaca
quando possibile. In caso di stenosi della valvola aortica, la sostitu-
zione valvolare determina una remissione di AVWS | nonostante
alcuni pazienti recidivino, in particolare quelli con disfunzione pro-
tesica; per questo motivo bisognerebbe valutare mediante ecocardio-
grafia il possibile malfunzionamento della protesi. DDAVP non ha
ottenuto molto successo con tassi di risposta del 10% @: inoltre
DDAVP pud essere controindicato nei pazienti con insufficienza car-
diaca congestizia, malattia coronarica o di etd avanzata (=65 anni).
Le percentuali di risposta ai concentrati contenenti VWFE variava tra
i1 10% e il 70% “, riflettendo probabilmente una eterogeneita nei
regimi di dosaggio e nelle caratteristiche dei concentrati.

Nei pazienti affetti da AVWS con emorragia grave di solito il tratta-
mento con farmaci antitrombotici dovrebbe essere interrotto: la cor-
rezione con farmaci anticoagulanti anti-vitamina K o la terapia
anti-piastrinica dovrebbero essere utilizzate in situazioni di emer-
genza in base alle linee guida pubblicate '". 1l rischio trombo-em-
bolico nei pazienti portatori di protesi valvolare aortica meccanica
sembra essere abbastanza basso per ridurre o interrompere il tratta-

mento anti-piastrinico o anticoagulante in caso di eventi emorragici.




Tuttavia, questa decisione pud essere molto pitt difficile in situazioni
ad alto rischio, e.g. in protesi della valvola mitralica. Fino a che non
saranno disponibili linee guida basate sull'evidenza, i rischi concor-
renti di emorragia e trombosi devono essere bilanciati con attenzione
per ogni singolo paziente, e le differenti esperienze dovrebbero essere
raccolte in registri prospettici V.

Emofilia acquisita (AHA)

Definizione ed epidemiologia

L AHA ¢ un disturbo della coagulazione potenzialmente pericoloso
per la vita, determinato dallo sviluppo di auto-anticorpi contro
FVIII, che insorge in pazienti con un'anamnesi personale o familiare
negativa per emorragie ®. La demografia, la presentazione clinica, la
gestione degli episodi emorragici, nonché I'eliminazione degli auto-
anticorpi con terapie immunitarie sono stati ampiamente studiati
nel registro dell’ AHA della Comunita Europea (EACH2) . Lin-
cidenza di AHA ¢ stata riportata essere tra 1,3 ¢ 1,5/milione/anno
con una distribuzione bifasica per eta: un piccolo picco tra i 20-40
anni, con maggior prevalenza tra le donne durante il periodo post
parto e un picco maggiore nei pazienti di eta superiore ai 65 anni
con un'incidenza di 14,7/milione/anno nella popolazione con eta
superiore agli 85 anni. La presentazione clinica dei pazienti con AHA
¢ molto diversa da quella delle forme di emofilia A ereditaria. I pa-
zienti di solito si presentano con emorragie sottocutanee, spesso di
grandi dimensioni. Le emorragie a livello dei tessuti molli, come
ematomi muscolari, emorragie retroperitoneali ed emorragie intra-
craniche sono comuni, mentre gli emartri si vedono meno frequen-
temente rispetto allemofilia A congenita. Gli ematomi muscolari
possono essere molto importanti e possono essere associati a una ra-
pida e significativa riduzione dei livelli di emoglobina (Figura 3).
Lemorragia gastrointestinale & un evento potenzialmente mortale e
pud verificarsi anche ematuria. In alcuni la diagnosi viene fatta du-
rante un episodio emorragico complicante una procedura invasiva,
mentre 'emorragia dopo il parto e quella dopo taglio cesareo sono

le tipiche manifestazione di AHA associata alla gravidanza. Gli epi-

Figura 3 — Tipico esempio di un grande ematoma in un pagiente con AHA.
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sodi di emorragie sono imprevedibili e possono essere molto gravi:
circa 8% dei pazienti con AHA ha emorragie fatali. Al contrario,
circa il 25% di questi pazienti ha emorragie generalmente lievi che
non richiedono sempre interventi terapeutici emostatici. Recente-

mente ¢ stato pubblicato un approccio generale alla gestione del-

TAHA @),

Approccio diagnostico

La diagnosi di AHA ¢ spesso ritardata, ma dovrebbe essere sospet-
tata in caso di recente insorgenza di sintomi emorragici e in caso
di riscontro di un allungamento del tempo di tromboplastina par-
ziale attivata (PTT). La diagnosi di AHA viene confermata rile-
vando un livello ridotto di attivita del FVIII e la presenza di un
inibitore tempo e temperatura dipendente. La cinetica di questo
inibitore anti-FVIII (auto-anticorpi) ¢ generalmente diversa (curva
cinetica tipo 2) da quella dell’alloanticorpo trovato in un paziente
con HA ereditaria (curva cinetica tipo 1) . Dopo aver confermato
la presenza di un inibitore anti-FVIII, il test Bethesda con modi-
ficazione Nijmegen ¢ usato per valutare la titolazione degli inibi-
tori: ¢ molto importante conoscere i livelli di inibitori anti- FVIII
perché i pazienti con basso (<5) o alto (>5) titolo di inibitore de-
vono essere gestiti con differenti approcci terapeutici. La presenza
di lupus anticoagulant (LAC) pud imitare un AHA, sebbene in ge-
nere il LAC dovrebbe essere differenziato in laboratorio dal’ AHA
dalla mancata inibizione dell’attivita dei fattori della coagulazione
dopo un’incubazione prolungata negli studi con miscela: infati,
inibitori /upus simili diminuiscono i livelli di tutti i fattori del si-
stema PTT (cioe FVIII, FIX , FXI nonché FXII), mentre un ini-
bitore specifico diminuisce prevalentemente un unico fattore
(FVIIL in caso di AHA) per i quali ¢ specifico. Questo ¢ molto im-
portante perché la presenza di inibitori specifici spesso genera false
positivita al LAC in molti saggi commerciali. Ultimo ma non
meno importante, il LAC non ¢ associato allo stesso tipo di sintomi
emorragici severi che caratterizza AHA.

Gestione delle emergenze emorragiche

La gestione dei pazienti con AHA ¢ complessa e idealmente do-
vrebbe essere sempre coordinata da un ematologo esperto con
I'aiuto di altri specialisti a seconda della clinica e della sede di
emorragia. I trattamento del’AHA ha come obiettivi il controllo
dell’emorragia in atto, I'eradicazione dell'inibitore per evitare suc-
cessivi eventi emorragici e il trattamento di qualsiasi patologia cau-
sale sottostante. Nessun dato clinico randomizzato ¢ disponibile
per guidare un intervento appropriato e quindi la selezione di ap-
propriati approcci terapeutici ¢ stata basata principalmente sul pa-
rere degli esperti. Dati recenti del Registro Europeo Emofilia
Acquisita (EACH2) sono stati utilizzati per elaborare raccoman-
dazioni per guidare nella scelta del corretto intervento terapeutico

nelle fasi iniziali @7 Il trattamento ottimale prevede la protezione
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dei pazienti contro eventi traumatici; le procedure invasive non
dovrebbero essere intraprese a meno che non sia inevitabile. Le
emorragie sono di solito trattate nella fase acuta bypassando il fat-
tore VIII mediante ['utilizzo di agenti come il complesso protrom-
binico attivato (APCC) o fattore VII attivato ricombinante
(rFVIIa): il pitt diffuso APCC ¢ il Factor Eight Inhibitor Bypassing
Agent (FEIBA) mentre il piu diffuso rFVIIa ¢ il NovoSeven.

La sicurezza e i dati di efficacia del FEIBA e del NovoSeven sono
stati derivati dall’HA congenita con allo-anticorpi, ma numerosi
case report e analisi retrospettive indicano che sia FEIBA e rFVIla
sono sicuri ed efficaci nel controllare gli episodi emorragici nei
pazienti AHA. Tuttavia, questi farmaci sono associati ad effetti
collaterali potenzialmente fatali, quali infarto del miocardio, coa-
gulazione intravascolare disseminata, trombosi arteriosa e venosa,
embolia polmonare e ictus. Concentrati di FVIII ricombinante
o derivati dal plasma sono raramente efficaci. Il FVIII derivato
dal plasma suino concentrato ¢ stato utilizzato in passato con un
certo successo, ma 1 dati su efficacia e sicurezza sono scarsi. Alcuni
pazienti con un titolo basso di inibitore e livelli di FVIII misu-
rabili al basale possono rispondere all'infusione di DDAVP: per-
tanto tale approccio dovrebbe essere testato. I diversi approcci

terapeutici sono riassunti nella Tabella 3.

Eradicazione dell’inibitore

La terapia per I'eradicazione dell’inibitore ¢ necessaria nei pazienti
con AHA per ridurre la morbilita e la mortalita in quanto il rischio
di eventi emorragici ricorrenti persiste fino a che sono presenti gli
inibitori anti-FVIIL. Eradicazione dell’auto-anticorpo inibitore con
immunosoppressione ¢ indicato quando la diagnosi ¢ confermata e
I'emorragia ¢ stata controllata. Steroidi, da soli o in combinazione
con agenti citotossici come ciclofosfamide o azatioprina, sono in
grado di indurre una remissione in circa il 70% dei pazienti. Levi-
denza attuale non giustifica 'uso di immunoglobuline per via endo-
venosa (IVIG) per sopprimere gli inibitori AHA tranne forse in caso
di basse titolazioni autoanticorpali (Tabella 3).
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Trattamento Controllo Eradicazione
dell’emorragia dell’inibitore

1°linea aPCC o rFVlia Steroidi (ciclofosfamide)
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Tabella 3 — Strategie terapeutiche nell emofilia acquisita A

Conclusioni

AVWS ¢ un disturbo emorragico attualmente sotto-diagnosticato che
si verifica in diverse situazioni cliniche. Lapproccio diagnostico per
AVWS rimane una sfida per il medico a causa della presentazione cli-
nica variabile e dei diversi test che devono essere ottenuti per dimo-
strare o escludere la diagnosi. La gestione richiede attenzione alla
patologia di base e ai meccanismi patogenetici. La ricerca in questo
settore ¢ stata limitata da una serie di difficolta quali la necessita di un
follow-up prolungato, i molti fattori confondenti e la sempre piti do-
cumentata eterogeneita clinica e biologica. Considerando la difficolta
ad organizzare studi clinici prospettici in questo piccolo ed eterogeneo
gruppo di pazienti, incoraggiamo i medici a segnalare la loro esperienza
nella versione aggiornata del registro AVWS promosso dalla ISTH
(www.intreavws.com), disponibile entro il 2015.

Per quanto riguarda TAHA, molte informazioni sono state raccolte
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Introduzione

La linfoistiocitosi emofagocitica (HLH) rappresenta un disordine
raro ma frequentemente fatale caratterizzato da una risposta immu-
nologica esuberante ed inefficace. Nel 1952 Farquhar e Claireaux
descrissero, in un neonato di 9 settimane, una rara sindrome che de-
finirono reticolosi familiare emofagocitica per I'osservazione su ma-
teriale autoptico di una spiccata proliferazione di istiociti e di
macrofagi nei tessuti solidi e nel midollo osseo . Da allora studi
sperimentali e clinici hanno contribuito a chiarire gran parte dei
meccanismi patogenetici dell’HLH e ad individuare strategie tera-
peutiche efficaci. Tuttavia, essa costituisce ancora un disordine mi-
SCONOSCIUto associato, specie se non trattato tempestivamente, a

mortalita elevata.

Epidemiologia e classificazione

In Svezia l'incidenza della HLH ¢ stimata attorno a 1,2 casi per anno
per milione di abitanti con eta inferiore ai 15 anni oppure 1 ogni
50.000 nati vivi, ma probabilmente essa eccede questa stima a causa
della natura rapidamente evolutiva che in alcuni casi porta all'exizus
in assenza di una diagnosi definitiva . Uno studio retrospettivo re-
cente ha stimato una prevalenza di HLH in Texas di 1 ogni 100.000
persone con etd inferiore ai 18 anni @ Inoltre, 'incidenza della HLH
¢ influenzata dalla zona geografica “” ed ¢ stato descritto anche un
andamento stagionale. CHLH ¢ solitamente classificata su criterio
eziologico in genetica e acquisita ©. Invece, la distinzione fra forme
primarie e secondarie ¢ difficilmente applicabile dal momento che:
i) le forme genetiche possono manifestarsi in occasione di stimoli eso-
geni, solitamente virali; ii) nella HLH secondaria sono inclusi quei
casi in cui pur essendoci il sospetto di una base genetica, non vi ¢
prova della presenza del difetto genico o di una storia familiare; ii)
nuove evidenze scientifiche confermano che un numero crescente di
pazienti diagnosticati come HLH secondaria potrebbero rappresen-
tare casi di eterozigosi a carico dei geni associati allHLH familare op-
pure portatori di polimorfismi “svantaggiosi’; infine, iv) i difetti
genetici tpici della HLH possono manifestarsi, seppure raramente,

in eta adulta 7. Ad ulteriore conferma della difficolta a distinguere
chiaramente le forme secondarie da quelle primarie, vi sono studi spe-
rimentali in modelli murini che hanno provato che anche nelle forme
genetiche ¢ necessaria la presenza di un insulto esogeno, solitamente
virale, perche la malattia si manifesti. CHLH genetica si distingue a
sua volta in familiare (FHLH), in cui 'THLH costituisce 'unica ma-
nifestazione clinica, e in una forma associata ad altri difetti genetici,
solitamente rappresentati da sindrome da immunodeficienza pri-
maria (sindrome linfoproliferativa X-/inked di tipo 1 e 2 0 XLP1 e
2, lasindrome di Griscelli di tipo 2, la malattia di Chediak-Higashi
e la sindrome di Hermansky-Pudlak2) (Tabella 1). Nel 70-80% dei
casi "THLH familiare esordisce entro il primo anno di vita, piti rara-
mente in epoca neonatale (o addirittura intrauterina) o adulta *%?.
La forma genetica ¢ solitamente autosomica recessiva fatta eccezione
per THLH associata alla XLP che ¢ invece X-/inked. In una indagine
condotta in Nord America, la distribuzione di ciascuna delle anomalie
genetiche responsabili della HLH genetica differisce a seconda della
fascia di eta e della etnia: le mutazioni a carico di PRF1 sono le pitt
frequenti nel primo anno di vita e negli afro-americani mentre nella
popolazione caucasica prevale la mutazione di UNC13D 1.

Le forme acquisite sono pitt comuni in etd adulta e la loro incidenza
¢ strettamente correlata a quella del disordine primitivo a cui si asso-
ciano. Le infezioni (specie da EBV), le malattie autoimmuni, le neo-
plasie solide, i linfomi, il trapianto d’organo o di midollo osseo, gli
stati di immundeficienza acquisita, le malattie metaboliche costitui-
scono le cause pitt comuni di HLH secondaria. Tra i linfomi e le leu-
cemie, prevalgono le forme T-cellulari e gli Hodgkin, probabilmente

113 Tnfine,

per la loro associazione frequente con l'infezione da EBV ¢
la HLH puo scaturire dalla somministrazione di farmaci immuno-
modulant. Recentemente ¢ stato osservato che in pazienti con leu-
cemia o linfoma, l'infusione di blinatumumab, un anticorpo
monoclonale bi-specifico (BiTE, bispecific T-cell receptor engaging) che
induce la morte delle cellule B leucemiche “aggangiandole” ai linfociti
T attivati, determina il rilascio di abbondanti quantita di citochine che

producono un quadro clinico sovrapponibile alla HLH 4.




Patogenesi

LHLH ¢ determinata da una inefficace ed inappropriata funzione
citotossica dei linfociti T e delle cellule natural killer (NK) in conse-
guenza di un difetto genetico o acquisito a carico di una delle pro-
teine coinvolte nel processo di citolisi perforina-mediato. In presenza
di stimoli adeguati, i linfociti T citotossici (Cyrotoxic T-cell Lympho-
eyte, CTL) o le cellule NK rilasciano vescicole secretorie contenenti
granuli di perforina e granzyme B attraverso un processo di esocitosi.
La perforina contribuisce alla formazione di pori nella membrana
plasmatica delle cellule-bersaglio attraverso i quali il granzyme B rag-
giunge il citoplasma attivando la pro-caspasi in caspasi ed inducendo
la morte della cellula per apoptosi (Figura 1) .

Nelle forme primarie di HLH il difetto genetico pud determinare
alterazioni del #rafficking, dell’ancoraggio o del rilascio delle vescicole
contenenti perforina e granzyme B o in alternativa un difetto della
funzione stessa della perforina (Tabella 1).

Le mutazioni a carico dei geni associati ad HLH possono essere del
tipo stop-codon oppure missense o mutazioni associate ai siti di sp/i-
cing: le prime prevalgono in et precoce mentre le altre sono piti co-
muni in etd adulta"%. 1l tipo di difetto genetico e della funzione
citotossica che il corrispondente gene ricopre, influisce sul tempo di
insorgenza del quadro clinico e sulla sua severita 7.

La scoperta del ruolo cruciale della perforina ha permesso la crea-
zione di modelli murini di HLH in cui si ¢ potuto studiare effetto
che il deficit della sua funzione provoca nei topi sottoposti ad insulti
virali. Utilizzando i modelli murini ¢ stato confermato che la cosi-
detta tempesta di citochine tipica della HLH scaturisce essenzial-
mente dall’attivazione tossica di linfociti T e dal conseguente rilascio
di interferon gamma (IFN-y) "%, Tuttavia, alla tempesta citochinica

contribuisce anche l'attivazione del sistema immunitario innato non

antigene specifico attraverso, ad esempio, i toll-like receptors (TLR)
espressi a livello macrofagico. Il contributo dei macrofagi alla inap-
propriata risposta immune della HLH si basa non solo sul dato mor-
fologico della eritrofagocitosi, ma anche su dati sperimentali. Infatti,
¢ stato dimostrato recentemente che nel modello murino
UNCI13Dii™ il silenziamento della funzione del gene MyD88, che
codifica per una proteina coinvolta nella trasduzione dei TLR, blocca
I'esuberante attivazione macrofagica e 'espansione di linfociti T
CD8+ "), Infine, attraverso il rilascio di IFN-y, i CTL contribui-
scono ad indurre 'endocitosi macrofagica e di conseguenza I'emo-
fagocitosi .

Lattivazione macrofagica ¢ la risposta citochinica da parte dii CTL e
cellule NK rappresentano, dunque, i due eventi cruciali nella pato-
genesi della HLH.

Aspetti clinici e diagnostici

Quadro clinico

Il quadro clinico della HLH ¢ determinato da tre eventi patogenetici:
1) attivazione dei linfociti T CD8+ e dei macrofagi

2) proliferazione e infiltrazione tissutale delle stesse cellule

3) ipercitochinemia

Le manifestazioni cliniche pressoché sempre presenti sono la febbre,
I'epatosplenomegalia, la pancitopenia con il conseguente sanguina-
mento ¢ 'anemia, la coagulopatia emorragica ed, infine, l'insuffi-
cienza multiorgano. II quadro clinico ¢ reso a volte ancor piu
complicato dalla presenza della causa primitiva (malattie autoim-
muni, linfomi o leucemie, tumori solidi, infezioni etc).

In alcuni casi e specie all'esordio di malattia, la febbre, tipicamente
persistente e maggiore di 38,5 °C, ¢ inquadrata come febbre di ori-

gine sconosciuta (FUO) V. Linsufficienza epatica ¢ in genere con-

Sottotipo HLH Gene/proteina Funzione Locus
FHL1 Sconosciuto
FHL2 PRF1/perforina Formazione dei pori 10021-22
FHL3 UNC13D/Munc 13-4 Esocitosi dei granuli citolitici 17025
FHL4 STX11/sintassina 11 Trafficking vescicolare intracellulare 6q24
FHL5 STXB2I syntaxin binding protein 2 Trafficking vescicolare intracellulare 19p13
Sindrome di Griscelli tipo 2 RAB27A/Rab27a Ancoraggio delle vescicole ai microtubuli 15021
Sindrome di Chédiak-Higashi LYST Formazione e sorting delle vescicole 1042.1-942.2
Sindrome di Hermansky-Pudlak di tipo 2 | AP3B7 Formazione e trasporto delle vescicole 5q14.1
XLP di tipo 1 SHD2D1A/SAP Polarizzazione dei granuli citolitici verso la sinapsi | Xp25
immunologica
XLP di tipo 2 BIRC4/XIAP Sconosciuto Xp25

Tabella 1 — Alterazioni genetiche in corso di HLH ereditaria.




seguenza di epatite infiltrativa ed ¢ spesso presente gia dalle prime
settimane di malattia @". Non ¢ raro il riscontro di idrope fetale e di
ittero (nel neonato) e di malattia veno-occlusiva specie nelle forme
secondarie a trapianto di midollo osseo. Linsufficienza epatica, la
coaugulazione intravascolare disseminata (CID) e la piastrinopenia
contribuiscono alla diatesi emorragica che ¢ tipica dei pazienti con
HLH e che pud essere rapidamente evolutiva ed esitare in eventi fa-
tali. La citopenia rappresenta anche essa una manifestazione clinica
tipica della HLH, specie in fase tardiva quando la quasi totalita dei
pazienti ne risulta affetto. anemia ¢ causata essenzialmente dall’au-
mentata eritrocateresi macrofagica che pud produrre una risposta
midollare compensatoria, cio¢ una maggiore differenziazione in
senso eritroide delle cellule staminali midollari, come confermato da
studi di profili di espressione genica nel midollo di pazienti affetti
da HLH e da sindrome da attivazione macrofagica (MAS) *>*.
Questa ultima condizione ¢ solitamente considerata una variante di
HLH di cui condivide alcuni aspetti immunologici e genetici ma si
associa tipicamente a malattie autoimmuni come lartrite idiopatica
giovanile o il lupus sistemico eritematoso ***). I pazienti con HLH
possono manifestare nel corso della malattia anche alterazioni cuta-
nee, polmonari e cerebrali. Le lesioni cutanee possono essere estre-
mamente diverse a seconda dei casi, potendo variare da un 7ash
diffuso sino a quadri di pannicolite o eritrodermia diffusa . In al-
cuni pazienti, la presenza di 7ash orticarioide associato a congiunti-
vite, eritema labiale e linfoadenomagalie laterocervicali puo ricordare
la malattia di Kawasaki “9. Tuttavia, a differenza dei casi dpici di
malattia di Kawasaki, questi pazienti non rispondono al trattamento
con immunoglobuline (Ig) in vena o ricadono rapidamente dopo
un iniziale beneficio.

Linteressamento polmonare si associa al riscontro radiologico di im-
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pegno interstiziale ed alveolare e pud portare a quadri di insufficienza
respiratoria severa che risultano fatali nella quasi totalita dei casi.
La comparsa di sindrome respiratoria acuta ¢ generalmente un segno
di inadeguato controllo della malattia @”. Il sistema nervoso centrale
(SNC) e periferico (SNP) risultano coinvolti in pilt di un terzo dei
pazienti. I sintomi neurologici comprendono episodi critici, menin-
gismo, stato confusionale, atassia, facile irritabilit, ritardo psicomo-
torio, ipotonia, paralisi di uno o pilt nervi cranici ®. Casi di
encefalopatia posteriore reversibile sono stati segnalati durante la te-
rapia di induzione ed il rischio sembra associato all'uso di ciclospo-
rina (CSA) e ad ipertensione arteriosa .

Specie in etd pediatrica, sono stati descritti casi di emorragia retinica,
edema del nervo ottico ed infiltrazione della coroide ©”. La possibile
demielinizzazione dei nervi periferici ad opera dei macrofagi ¢ re-
sponsabile dell’eventuale insorgenza di neuropatia periferica multi-
distrettuale, debolezza muscolare e dolore #*%9. Il quadro clinico dei
pazienti con HLH ¢, dunque, complesso e solitamente severo ed in
assenza di anamnesi familiare positiva, puo essere confuso, specie al-
Pesordio, con altri disordini a genesi inflammatoria e/o infettiva.

Criteri diagnostici

Dal momento che i test molecolari, che consentirebbero di fare dia-
gnosi di certezza, sono indagini con tempi di esecuzione lunghi e
non diffusamente disponibili e dal momento che non sono ancora
note tutte le mutazioni genetiche associate ad HLH, nel corso degli
ultimi decenni si ¢ cercato di definire i criteri diagnostici di HLH in
modo che fosse possibile stabilirne la diagnosi sulla sola scorta dei
dati anamnestici, clinici, laboratoristici ed immunopatologici.

Nel 1994, dunque, con l'avvio del primo studio prospettico multi-
centrico, denominato HLH-94, sono stati applicati per la prima
volta sei criteri per stabilire la diagnosi di HLH e dunque I'eleggibi-
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Figura 1 — Meccanismo di risposta immunitaria perforina-mediato. La cellula effestrice (CTL o cellula NK) rilascia vescicole contenenti perforina e grangyme B. Le ve-
scicole secretorie, rilasciando per esocitosi il loro contenuto, determinano la formazgione di pori nella membrana della cellula bersaglio ed il passaggio di granzyme B respon-
sabile dell'attivazione della procaspasi in caspasi e quindi dell apoprosi. Le piis comuni mutazioni genetiche nella HLH determinano la compromissione della formazione,
del wafficking, dell ancoraggio delle vescicole 0 in alternativa della funzione della perforina.
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lita allo studio clinico 9. A distanza di circa 10 anni, in occasione
dello studio clinico HLH-2004, i criteri diagnostici sono stati revi-
sionati e sono stati inclusi i test molecolari, Iiperferritinemia, I'au-
mento della frazione solubile del CD25 (sCD25) e, infine, I'assenza
o una diminuita attivita delle cellule NK ©9, Il riscontro di una delle
note anomalie genetiche ¢ sufficiente per s¢ a confermare la diagnosi
di HLH; in alternativa, occorre che siano soddisfatti almeno 5 su 8
criteri (Tabella 2). Jordan et al. hanno recentemente suggerito una

nuova revisione dei criteri diagnostici di HLH 1%

. Laloro proposta
si basa sul principio che la combinazione dell’attivazione acuta del
sistema immune e di specifiche alterazioni immunopatologiche ¢
tipica della HLH e che le alterazioni laboratoristiche e cliniche che
scaturiscono da questi due eventi patogenetici sono in grado, nella
quasi totalita dei casi, di distinguere 'HLH da altri disordini in-
fiammatori (Tabella 3). Per esempio, le infezioni organo specifiche
¢/o le malattie autoimmuni non si associano a stato inflammatorio
sistemico e/o a danno multi-organo come nella HLH. Dall’altro
lato, i disordini sistemici inflammatori (come la sepsi) non si asso-
ciano ad attivazione T citotossica o alle specifiche alterazioni im-
munopatologiche tipiche della HLH. Secondo gli autori, la nuova
formula diagnostica (cioe la presenza di un certo numero, ancora
da stabilire, di caratteristiche delle categorie 2 e 3, in presenza o
meno delle caratteristiche comprese nella categoria 1, vedi Tabella
3) permetterebbe di giungere con pill accuratezza e pil rapida-
mente alla diagnosi di HLH.

In questo nuovo modello la documentazione delle alterazioni im-
munopatologiche sembrerebbe cruciale per la definizione della dia-
gnosi. In effetti, al momento attuale, il coinvolgimento del SNC
e del fegato non costituiscono criteri diagnostici di HLH; tuttavia,
nello studio HLH-94 il 62% dei pazienti presentava segni di inte-

ressamento del SNC #%. Anche 'aumento della bilirubina indiretta
(in conseguenza dello specifico tropismo degli istiociti per I'albero
biliare), delle transaminasi, del D-dimero oltre che I'ipoalbumine-
mia e l'iponatremia, pur non essendo inclusi nei criteri diagnostici,
sono di frequente riscontro in pazienti affetti da HLH.
Linclusione di nuovi criteri probabilmente aumentera 'accuratezza
diagnostica; tuttavia ¢ necessario che la loro applicazione passi at-
traverso il consenso internazionale e sia validata da studi prospettici
multicentrici.

Dati di laboratorio

In corso di HLH, le alterazioni di alcuni parametri laboratoristici
sono uno strumento indispensabile non solo per definire la dia-
gnosi ma anche per il monitoraggio clinico e della efficacia tera-
peutica. Liperferritinemia ¢ definita da un valore superiore a 500
ng/ml anche se valori superiori a 3000 ng/ml 0 a 10.000 ng/ml
risultano pitt specifici per HLH ©°. La citopenia ¢ definita dal-
I'interessamento di almeno 2 delle 3 linee midollari (Hb<9 g/dl,
Plt<100x10%/1, Neu<1,0x10%/1). La frazione solubile di CD25
(sCD25) puo essere misurata con metodo ELISA. Il CD25 rappre-
senta la catena alfa del recettore dell'IL-2. Laumento al di sopra del
limite superiore (variabile a seconda dell'etd) e maggiore di 2DS (de-
viazioni standard) dalla media sembra essere un criterio pil affidabile
rispetto allaumento oltre le 2400 U/ml. Tanto l'incremento del-
I'sCD25 quanto della ferritina sono presenti all'esordio della malattia
in pilt del 50% dei casi e dunque rappresentano criteri precoci di
diagnosi. Il CD163, un recettore per il complesso emoglobina-apto-
globina, & un marcatore di attivazione macrofagica della via alternativa
del complemento. La frazione solubile del CD163 (sCD163) nel pla-
sma di pazienti affetti da HLH ¢ solitamente piti elevata rispetto ai

pazienti con infezioni, malattie autoinfiammatorie o tumori *.

Criteri HLH-94 HLH-2004
Molecolari Diagnosi molecolare compatibile con HLH:
mutazioni di PRF1, UNC13D, Munc18-2, rab27a, STX11, SH2D1A o BIRC4
Clinici 1. Febbre 1. Febbre > 38,5 C
2. Splenomegalia 2. Splenomegalia
Laboratoristici 3. Citopenia (di almeno 2 delle 3 linee ematologiche) 3. Citopenia (di almeno 2 delle 3 linee ematologiche)
Hb < 9 g/dl Hb < 9 g/dI
PIt < 100x10% PIt < 100x10%1
Neu < 1.0x10%! Neu < 1.0x10%1
4, Ipertrigliceridemia e/o ipofibrinogenemia 4. Ipertrigliceridemia (a digiuno > 265 mg/dl)
Trigliceridi (a digiuno) > 2 mM or > 3DS e/o ipofibrinogenemia (< 150 mgy/dl)
Fibrinogeno < 1.5 ¢/l 0 < 3 DS
Isto-citologici 5. Emofagocitosi midollare o splenica o linfonodale 5. Emofagocitosi midollare o splenica o linfonodale
6. Nessuna evidenza di disordine clonale 6. Attivita di cellule NK diminuita o assente
7. Ferritina > 500 ng/ml
8. sCD25 aumentato

Tabella 2 — Criteri diagnostici utilizzati durante gli studi clinici HLH-94 ¢ HLH 2004 - DS: deviazione standard dal normale valore a seconda dell’eta.




La combinazione del dosaggio di sCD25 (prodotto dalle cellule T-
attivate e dalle cellule dendritiche) e di sCD163 (prodotto dai ma-
crofagi attivati) pud essere utile nella diagnosi e nel follow-up dei
pazienti con HLH. La funzione NK puo essere valutata con test fun-
zionali o fenotipici. Sono disponibili per esempio colorazioni speci-
fiche per la perforina, oppure per le proteine SAP o XIAP,
Lespressione di Munc13-4 sulla superficie delle piastrine sembra es-
sere un affidabile test diagnostico per la FHL3 ©9. Recentemente &
stato validato un test citofluorimetrico che consente di valutare l'at-
tivita di degranulazione delle cellule NK mediante la misurazione del
CD107a, una glicoproteina di membrana lisosoma-associata. Questo
test, valutato prospetticamente in una serie di 494 pazienti, sembra
in grado di distinguere con accuratezza i pazienti con HLH familiare
con difettosa esocitosi vescicolare (FHL3-5, sindrome di Griscelli e
di Chediak-Higashi) da tutte le altre forme ereditarie e dalle forme
acquisite®). Lipertrigliceridemia (> 265 mg/dl, a digiuno) e/o l'ipo-
fribrinogenemia (< 150 mg/dl) completano il quadro delle possibili
e pitt tipiche alterazioni laboratoristiche in corso di HLH.

Anatomia patologica

LHLH si caratterizza, come precedentemente detto, dalla presenza
di tipiche alterazioni immunopatologiche. Queste solitamente sono
rappresentate da una diffusa infiltrazione di CTL prevalente a livello
epatico e splenico, ma che pud interessare numerosi distretti corpo-
rei. Lepatite ¢ solitamente caratterizzata da un infiltrato linfocitico
periportale “\. Il midollo osseo pud presentare una cellularita variabile
a seconda dei casi. Lemofagocitosi ¢ presente nel 25-100% dei casi
(Figura 2), con circa 1-10 figure di emofagocita ogni 500 cellule “V.
Nel sospetto diagnostico di HLH, dunque, oltre allemocromo, ai
test coagulatori, ai test ematochimici per la valutazione della fun-

zione renale ed epatica e ai principali indici di flogosi, ¢ necessario

CATEGORIA 1: CATEGORIA 2: CATEGORIA 3:
immunodeficienza significativa anomalie
attivazione immune immunopatologiche
Attivita NK diminuita Febbre Citopenia
0 assente
Difetto genetico Splenomegalia/ Ipofibrinogenemia
di citotossicita epatomegalia 0 ipertrigliceridemia
Storia familiare di HLH | Iperferritinemia Emofagocitosi
(> 3000 ng/ml)
Episodio(i) precedenti | Aumento dei livelli serici | Epatite
di HLH o di citopenia di | di sCD25
incerta determinazione
Marcatori di citotossi- | Aumento dei livelli serici | Coinvolgimento
cita: diminuita espres- | disCD163 del SNC
sione di perforina, SAP,
XIAP o diminuita mobi-
lizzazione di CD107a

Tabella 3 — Correlazione tra meccanismi patogenetici e alterazioni cliniche,
laboratoristiche, immunopatologiche e molecolari di HLH ™.

Linfoistiocitosi emofagocitica

eseguire il dosaggio dell'sCD25, dei trigliceridi, i test di funzione-
NKe, in caso di disponibilita, ¢ suggerita I'esecuzione dei test mo-
lecolari per I'identificazione delle specifiche mutazioni genetiche.
Inoltre, per un adeguato inquadramento diagnostico e per la dia-
gnosi differenziale, sono altrettanto indispensabili gli studi di imaging
che includono I'ecografia addominale e, qualora indicati, la RMN
cerebrale e 'esame del fondo oculare.

La RMN puo rilevare segni di edema cerebrale, rinforzo delle lepto-
meningi oppure lesioni focali “?. Lagoaspirato midollare e/o la biop-
sia ossea e la puntura lombare possono svelare la presenza di figure
di emofagocitosi che, tuttavia, non sono tipiche di HLH e pertanto
la loro assenza non ¢ sufficiente ad escludere la diagnosi di HLH. 11
liquor, in pitt del 50% dei casi, presenta incremento della protidor-
rachia, pleiocitosi e/o emofagocitosi ?®. Altre indagini invasive, come
la biopsia epatica o quella renale, raramente sono eseguite nel so-
spetto di HLH a causa della diatesi emorragica che rende tali mano-
vre altamente rischiose.

Le indagini diagnostiche, inoltre, devono mirare a riconoscere 'even-
tuale causa scatenante (tumore solido, infezione virale, leucemia etc)
dal momento che, in questi casi, un trattamento efficace non puo
prescindere dal tentativo di eliminazione della causa primitiva.
Infine, per paziend di etd inferiore ai 60-65 anni e prima dell'inizio
del trattamento specifico, ¢ raccomandata la tipizzazione HLA per

la ricerca di un donatore HLA-identico.

Terapia

Il trattamento dell’ HLH si basa su alcuni principi fondamentali. Dal

momento infatti che il quadro clinico e laboratoristico scaturisce es-

senzialmente dall'ipercitochinemia, dallattivazione macrofagica e

dall'infiltrazione tissutale di linfociti CTL e di macrofagj, ¢ essenziale

bloccare questi eventi patogenetici. Di conseguenza, per una buona
probabilita di successo, & necessario:

* riconoscere e trattare la causa scatenante che, come detto in pre-
cedenza, rappresenta un evento cruciale anche nelle forme gene-
tico-familiari;

* bloccare lo stato pro-infiammatorios

¢ ridurre la componente infiltrativa;

* garantire un adeguato supporto per le funzioni d organo compromesse;

* eventualmente provvedere a sostituire il sistema immune difettoso.

Senza alcun trattamento, la sopravvivenza dei pazienti con malattia

attiva ¢ stimata pari a due mesi . Lintervento adeguato e tempe-

stivo consente di ridurre significativamente il rischio di morte anche

se 'THLH resta un disordine raro con una mortalita elevata.

Terapia eziologica

La rimozione della eventuale causa scatenante 'HLH rappresenta
una sfida nel trattamento dei pazienti affetti da questo raro disordine
ematologico. Infatti, numerosi studi hanno dimostrato che anche

nelle forme genetiche ¢ necessario un insulto esterno, solitamente




infettivo, perche la malattia si manifesti. Il rischio infettivo in questi
pazienti ¢ ulteriormente aumentato per la presenza di neutropenia e
di ipogammaglobulinemia. Una adeguata terapia antivirale e anti-
microbica, dunque, risulta cruciale nel trattamento dei pazienti
HLH. 1l rituximab (anti CD20) pud essere utile a controllare I'in-
fezione da EBV. Laggiunta di Ig per via endovenosa pud contribuire
a rinforzare il trattamento anti-infettivo.

Nel caso di condizioni cliniche stabili, si pud decidere di posticipare
l'inizio del trattamento steroideo per evitare di ritardare la risoluzione
della infezione. Particolarmente difficile, inoltre, ¢ il trattamento
delle forme secondarie a disordini clonali dal momento che i regimi
citotossici convenzionali possono contribuire ad una tossicita mi-
dollare ed extra-midollare a causa della insufficienza multi-organo
che spesso caratterizza il quadro clinico della HLH.

La decisione, dunque, di prediligere il trattamento della HLH ri-
spetto a quello della eventuale causa scatenante, puo essere partico-
larmente difficile. Tuttavia, posticipare il trattamento della HLH
pud compromettere la possibilita di successo terapeutico ed in alcuni
casi I'evoluzione rapida del quadro clinico induce ad iniziare il trat-

tamento prima ancora di ottenere i risultati genetico-molecolari nel

caso in cui ci sia un forte sospetto diagnostico (Figura 3).

Terapia anti-infiammatoria e anti-proliferativa

I corticosteroidi, I'etoposide, gli anticorpi monoclonali, il siero an-
tilinfocitario (ATG), la ciclosporina (CSA) rappresentano al mo-
mento ottime opzioni terapeutiche in monoterapia o, pil
frequentemente, in combinazione. Questi farmaci sono in grado di
bloccare e contenere la “tempesta citochinica” e di bloccare la proli-
ferazione delle cellule infiammatorie inducendone la morte per
apoptosi.

I primo studio clinico internazionale e multicentrico ¢ stato con-
dotto dalla Histiocyte Society nel 1994 ®%. Lo scopo dello studio
HLH-94 era quello di indurre e di mantenere risposte cliniche sod-
disfacenti consentendo ai pazienti con malattia primaria o ricaduta
o refrattaria di procedere con il trapianto allogenico di midollo osseo
(allo-TMO). Lo studio ha arruolato 249 pazienti, di eta superiore a
16 aa con esclusione dei casi secondari a tumore o a disordine clonale
ematologico o a malattia cronica. I pazienti, per essere inclusi, do-
vevano soddisfare tutti i criteri (Tabella 2) e non avere ricevuto in
precedenza alcuna terapia citotossica o con CSA. 1l trattamento pre-
vedeva una fase iniziale con etoposide (due volte a settimane per le
prime settimane e poi una volta a settimana) in associazione con dosi

decrescenti di desametasone. Dopo otto settimane ed in caso di ri-

Figura 2 — Alterazioni istopatologiche e citologiche di HLH. (A) In questo caso di HLH il midollo osseo ¢ caratterizzato da una ricca cellulariti con iperplasia istiocitaria e
immagini di fagocitosi di cellule emopoietiche (freccie rosse) (GIEMSA, 40x). (B) Macrofagi contenenti elementi mieloidi ed eritrociti in sezione di biopsia osteomidollare (frecce
rosse) (Ematossilina-Eosina, 40x). (C) Numerose immagini di eritrofagocitosi sono rilevabili anche nella milza di pazienti con HLH (frecce blu) (Ematossilina-eosina, 20x). (D)
Particolare di emofagocitosi in agoaspirato midollare (GIEMSA, 100x) (Le immagini istopatologiche della biopsia osteo-midollare e della milza sono state cortesemente fornite dalla
dott.ssa Roberta Gaft, Unita Operativa di Anatomia Patologica, Azienda Ospedaliero-Universitaria Arcispedale SantAnna, Ferrara).
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sposta clinica, i pazienti con HLH non-familiare potevano inter-
rompere il trattamento e riprenderlo in caso di ricaduta. Al contrario,
nei pazienti con FHLH era prevista una fase di mantenimento con
dosi pulsanti di desametasone, etoposide e CSA sino al trapianto di
midollo osseo, nel caso di disponibilita di un donatore familiare o
da registro. In ogni caso era prevista la somministrazione intratecale
di metotrexate. Al piti recente aggiornamento, ed a un follow-up me-
diano di 6,2 anni, la probabilita di sopravvivenza a 5 anni ¢ del 54%,
del 66% e del 50% per l'intero gruppo, per il gruppo trattato con
allo-TMO e per i casi di FHLH, rispettivamente “. Circa il 20%
dei pazienti, tutti con forme acquisite, ha potuto sospendere il trat-
tamento per |'assenza di segni di malattia attiva e senza la necessita
di ricorrere ad allo-TMO. LHLH-94 ha prodotto per la prima volta
risposte significative e durevoli in pazienti con HLH genetica ed ac-
quisita associando I'allo-TMO alla terapia immunosoppressiva. Inol-
tre i risultati di questo studio suggeriscono la raccomandazione,
qualora vi sia un donatore disponibile, a procedere con il TMO al-
logenico in caso di forme familiari. CHLH-94, tuttavia, non ha chia-
rito se regimi di condizionamento a ridotta intensita (RIC) possono
ulteriormente migliorare i dati di mortalita nei pazienti trapiantati
né se il tipo di mutazione genetica influisce sul rischio di morte o
sulla probabilita di risposta.

Linfoistiocitosi emofagocitica

Nel 2004 ¢ stato aperto il nuovo studio, HLH-2004, che prevede
P'anticipazione del trattamento con CSA sin dall'inizio e 'aggiunta
di idrocortisone intratecale. I risultati di questo secondo studio cli-
nico non sono ancora disponibili.

Un approccio alternativo al trattamento basato su etoposide, ¢ rap-
presentato dalla associazione di corticosteroidi, ATG seguiti rapida-
mente da allo-TMO “,Questa combinazione, che si riferisce ad
uno studio monocentrico in ambito pediatrico, ha prodotto risultati
simili allHLH-94, in termini di sopravvivenza.

Tuttavia, in attesa di ottenere i risultati definitivi dello studio HLH-
2004 e in assenza di studi di fase 3, la raccomandazione condivisa &
di procedere con lo schema previsto da HLH-94, riducendo even-
tualmente la dose di etoposide in caso di insufficienza renale associata
a iperbilirubinemia diretta .

Nei pazienti con evidenza di localizzazione di malattia a livello del
SNG, il trattamento con metotrexate e idrocortisone intratecale do-
vrebbe essere proseguito sino a normalizzazione del liquor. In questi
pazienti ¢ fortemente suggerito I'allo-TMO dal momento che nei
pazienti affetti da HLH sembra esserci una correlazione tra forme
genetiche ed interessamento del SNC “9,

Nonostante le attuali opzioni terapeutiche di prima linea consentano
di ottenere una completa risoluzione del quadro in quasi la meta dei
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pazienti, un numero consistente di pazienti ricade dopo allo-TMO
oppure ¢ refrattario al trattamento. Tuttavia, al momento, sono di-
sponibili pochi dati sul trattamento di seconda linea. Recentemente
sono stati pubblicati i risultati di uno studio retrospettivo di 22 pa-
zienti (adulti e bambini) refrattari e trattati con alemtuzumab (anti-
corpo monoclonale anti-CD52) ad una dose mediana di 1 mg/kg
ogni 4 giorni circa “. 11 76% dei pazienti ha ottenuto una risposta
parziale (definita dal miglioramento del 25% di almeno due marca-
tori laboratoristici) ed ¢ stato in grado di procedere al trapianto di
midollo osseo. Laggiunta di alemtuzumab nei pazienti con HLH
sembra essere ben tollerato e I'unica complicanza significativa regi-
strata ¢ la riattivazione del CMV.

Terapia di supporto

[ pazienti con HLH sono a rischio elevato di sanguinamento che
puo esitare in eventi fatali. Il rischio di sanguinamento ¢ correlato al
grado ed alla durata della piastrinopenia e della coagulopatia asso-
ciata. Le trasfusioni di pool piastrinici e di plasma fresco congelato
e in alcuni casi il crioprecipitato o il fattore VII attivato possono li-
mitare il sanguinamento. Nelle giovani donne pud essere necessario
T'uso di agonisti del GnRH (gonadotropin releasing hormone) per pre-
venire il sanguinamento ciclico mestruale.

La terapia di supporto include naturalmente il trattamento delle
eventuali complicanze infettive, il mantenimento di una adeguata
funzione cardiaca e circolatoria. In alcuni casi, la grave compromis-
sione multi-organo o la comparsa di grave insufficenza cardio-respi-

ratoria pud richiedere il supporto intensivo e meccanico.

Trapianto di midollo osseo (TMO)

I trapianto di midollo osseo allogenico & raccomandato in tutti i pa-
zienti con FHLH o con interessamento del SNC e nei casi refrattari
o ricaduti. La tipizzazione HLA del paziente dovrebbe essere eseguita
prima dell'inizio del trattamento specifico per evitare che il conse-
guente peggioramento della citopenia impedisca di ottenere ade-
guato materiale cellulare per la tipizzazione molecolare. In caso di
assenza di un donatore compatibile nell’ambito familiare andrebbe
attivata la ricerca da registro internazionale da donatore non con-
sanguineo (MUD).

La sopravvivenza a lungo termine dopo allo-TMO con regimi di
condizionamento convenzionali ¢ stimata attorno al 50-66% indi-
pendentemente dal tipo di donatore. Tuttavia, in uno studio giap-
ponese che ha incluso solo pazienti con HLH secondaria ad
infezione da EBV, la sopravvivenza a lungo termine dopo allo-TMO
¢ risultata significativamente migliore (86%) “¥. La mortalita post-
allo-TMO ¢ attribuibile nella maggior parte dei casi a complicanze

3449) Recentemente, risultati incoraggianti

correlate al trapianto
in termini di sopravvivenza (75% a 2,5 anni di follow up) sembrano
provenire dall’applicazione di regimi di condizionamento con alem-

tuzumab ad intensitd ridotta (RIC) ©”. In un’analisi in singolo cen-

tro, 'allo-TMO con RIC ha prodotto risultati migliori rispetto al
condizionamento mieloablativo ©. In questo studio, il rischio di
GvHD e di ricaduta erano correlati al tempo di somministrazione
dell'alemtuzumab prima del trapianto.

Il tipo di mutazione genetica non sembra influire sulla sopravvivenza
dopo trapianto . Infine, al momento ci sono pochi dati riguardo
l'uso del cordone ombelicale come sorgente di cellule staminali. Sono
comunque necessari ulteriori studi e pitt lunghi follow-up per ana-
lizzare I'impatto del tipo di donatore, del regime di condiziona-
mento, della sorgente di cellule staminali e del tipo di mutazione
genetica sulla sopravvivenza dopo allo-TMO.

Indipendentemente dal trattamento prescelto ¢ dalla forma di HLH
(genetica o acquisita), ¢ importante monitorare I'evoluzione della
malattia mediante appropriati test laboratoristici, funzionali e/o ra-
diologici. Oltre al monitoraggio delle funzioni vitali e dell’emo-
cromo, ¢ suggerito il controllo periodico dei test coagulatori, della
funzionalita epatica (ALT, AST, GGT e bilirubina), di quella renale,
dei livelli ematici di IgA/IgM/IgG e dell'albumina 1% Nei casi di
HLH associata ad infezione da EBV, ¢ suggerito il monitoraggio mo-
lecolare con PCR del genoma virale. I livelli di sCD25, della ferri-
tina, delle transaminasi, della bilirubina, dei test coagulatori e della
funzionalita respiratoria predicono I'evoluzione piti 0 meno favore-
vole della malattia ©?. Leventuale localizzazione della malattia a li-
vello del SNC deve essere monitorata mediante punture lombari
sequenziali, analisi morfologica e chimico-fisica del liquor e con
RMN cerebrale. In caso di sospensione del trattamento, i pazienti
con HLH dovrebbero sottoporsi ad un follow up periodico specie
per il rischio consistente di ricaduta, maggiore entro il primo anno

dal completamento della terapia.

Prognosi

Non ¢ noto quali siano i fattori in grado di predire I'evoluzione pit
o meno severa dell’ HLH. Nello studio HLH-94 I'eta avanzata, il ge-
nere femminile, Iassenza di coinvolgimento del SNC e di epatosple-
nomegalia si associavano a maggiore probabilita di ottenere risposte
persistenti senza necessita di allo-TMO ®.

In uno studio retrospettivo di una coorte cinese che si riferisce a casi
di HLH acquisita (con esclusione delle forme secondarie a linfomi),
i livelli di fibrinogeno alla diagnosi, e in minor misura, il tempo al-
I'inizio del trattamento e la percentuale di istiociti nel midollo osseo
correlavano con il rischio di morte ©3,

Horne et al. hanno documentato che livelli pitt elevati di pleiocitosi e
di proteine nel liquor si associano ad una piti significativa mortalita ®%.
Labilita della ferritina di predire la risposta al trattamento oltre che il ri-
schio di mortalita & stata confermata in piti di una serie di pazienti %>%.
In uno studio pediatrico retrospettivo condotto in 232 pazienti in
Scandinavia, Italia e Germania, i livelli alla diagnosi di bilirubina
(>50 pmol/l), di ferritina (>2000 pg/l) e di pleiocitosi liquorale




(>100x10°/1) erano fattori prognostici indipendenti di morte pre-
coce. Il rischio di morte prima del trapianto era, inoltre, anticipato
da una conta piastrinica inferiore a 40x10°/1 e dalla persistenza di

febbre e di livelli di ferritina superiori a 2000 pg/l misurati a due set-

timane dall’inizio del trattamento ©9.

In futuro, l'ulteriore definizione e validazione di fattori progno-
stici consentird una migliore ottimizzazione delle strategie tera-

peutiche che sono disponibili per il trattamento dei pazienti affetti

da HLH.

Conclusioni

LHLH costituisce un disordine immunogenico raro determinato
da una esuberante ed inappropriata attivita citotossica. La diagnosi
e la distinzione della HLH tra forme primitive e acquisite si basa
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Introduzione

La leucemia a grandi linfociti granulati (lexkemia, LGLL) ¢ un disor-
dine linfoproliferativo cronico eterogeneo caratterizzato da un'espan-
sione dei linfociti granulad (LGL) di tipo T o NK.

Nel soggetto normale, gli LGL rappresentano circa il 15% dei PBMC,
con un range compreso tra 0,2 e 0,4x10” LGL/l, (200-400 LGL/mm’)
e sono costituiti prevalentemente da cellule Natural Killer (NK) . Da
un punto di vista morfologico si tratta di cellule dalle dimensioni di
15-18 pm, con nucleo rotondo o reniforme ed un citoplasma con al-
I'interno granuli azzurrofili contenent enzimi litici  (Figura 1).

La descrizione di pazienti che presentavano una condizione caratte-
rizzata da un definito e persistente aumento degli LGL venne fatta per
la prima volta da McKenna et al. . Questi pazienti vennero all’'epoca
classificati come affetti da leucemia linfatica cronica a cellule T (T-
LLC) ovvero T-prolinfocitica; un‘accurata analisi morfologica tuttavia
associata all'evidenza di un decorso clinico per lo pitt indolente della
malattia, permise successivamente di distinguerli da pazienti affetti
dalla ben piti aggressiva T-CLL/T-PLL. Nel 1993 venne proposta una

Figura 1 — Grande linfocita granulato nel sangue periferico ad ingrandimento 100x:
si possono osservare il nucleo reniforme e i granuli azzurrofili citoplasmatici che ca-
ratterizzano questo sottotipo cellulare.

prima distinzione tra forma T CD3+ e forma NK CD3- di LGLL.
Nel 2008, infine, la classificazione delle neoplasie linfoidi proposta dal
World Health Organization (WHO) ha incluso questa patologia all'in-
terno delle neoplasie mature di tipo T e NK; riconoscendo al suo in-
terno tre diverse categorie: leucemia a grandi linfociti granulati di tipo
T (T-LGLL), leucemia aggressiva a cellule NK (ANKL) e disordine
linfoproliferativo cronico NK (CLPD-NK), un'entita provvisoria .
In quest’articolo si discutera la LGLL, comprendendo entrambe le
forme T ed NK, esaminando la patogenesi, le caratteristiche cliniche,
la diagnosi ed, infine, il trattamento.

Epidemiologia

La LGLL ¢ un disordine linfoproliferativo raro che comprende circa
i1 2-5% delle leucemie nei paesi occidentali, con una frequenza mag-
glore nei paesi asiatici. La T-LGLL CD3+ rappresenta la forma pitt
frequente nei paesi occidentali, comprendendo circa '85% delle casi-
stiche e colpisce soggetti con eta media di 60 anni senza predilezione
di genere. All'interno di queste forme, ¢ stata descritta una rara variante
aggressiva che colpisce soggetti in eta piti giovane (eta media 41 anni),
con caratteristiche simili alla ANKL e che presenta un immunofeno-
tipo caratteristico (CD3+, CD8+, CD56+) ed una prognosi infausta ©”.
E possibile che questa forma rappresenti un'evoluzione clonale della
pitt frequente forma indolente ma generalmente costituisce un disor-
dine che si sviluppa de novo®.

La LGLL di tipo NK CD3- rappresenta, invece, circa il 15% dei casi;
al suo interno distinguiamo a sua volta la ANKL, una forma acuta ag-
gressiva, comprendente il 30% dei casi, che colpisce soprattutto sog-
getti in etd giovanile con eta media di 39 anni, diffusa nei paesi asiatici
e con una forte associazione con il virus di Epstein Barr, e la NK-
CLPD, una forma cronica con decorso indolente (70% dei casi) con
eta media alla diagnosi di 58 anni 1.

Eziopatogenesi

Leziologia della T-LGLL ¢ tuttora ancora poco conosciuta, poiché
non esiste uno specifico agente in grado di stimolare la proliferazione
degli LGL; si ipotizza, invece, che una serie di eventi inducano la
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patologia attraverso un comune meccanismo eziopatogenetico. Una
volta esercitata la loro funzione, gli LGL vanno incontro ad un pro-
cesso di morte cellulare programmata, definito AICD (Activation-
Induced Cell Death), al fine di mantenere 'omeostasi immunitaria
ed evitare un’eccessiva attivita di queste cellule. Il processo di AICD
¢ mediato dalle medesime tecniche citolitiche degli LGL: questi ul-
timi, infatti, in seguito alla loro attivazione, esprimono sulla super-
ficie alti livelli di recettori di morte e sono suscettibili alla citotossicita
mediata da granuli secreti per via extracellulare o intracellulare 7.
Si ritiene che la LGLL sia il risultato di un processo immunologico
caratterizzato da un’espansione clonale di LGL che presentano un
deficit nellAICD e che, di conseguenza, si accumulano nel sangue
periferico 12\

Diverse evidenze supportano l'ipotesi che la stimolazione cronica
antigenica da parte di auto-antigeni o virus esogeni possa rappre-
sentare |'evento iniziale, determinando un’attivazione dei linfociti
T o delle cellule NK con iniziale proliferazione policlonale soste-
nuta da interleuchina-2 (IL-2); successivamente, in seguito alla se-
crezione autocrina di Platelet Derived Growth Factor (PDGF) e la
produzione di interleuchina 15 (IL-15) da parte delle cellule den-
dritiche, si determinerebbe il passaggio da una proliferazione di
tipo policlonale ad una di tipo monoclonale che si mantiene nel
tempo per I'instaurarsi di un terzo evento responsabile di una re-
sistenza al’AICD (Figura 2) 9.

Come gia accennato, una volta esplicata la loro funzione immuno-

logica, gli LGL vanno incontro ad un processo di morte cellulare

programmata indotto da attivazione (AICD) al fine di mantenere
I'omeostasi immunitaria. Infatti, I'attivazione degli LGL ¢ associata
ad una aumentata espressione non solo di FasL ma anche del ri-
spettivo recettore Fas; I'interazione Fas-FasL induce anche nei lin-
fociti granulati la formazione del DISC (Death Inducing Signalling
Complex) cui segue I'attivazione della caspasi 8 e apoptosi. Nella
LGLL, invece, le cellule patologiche mostrano una resistenza al-
I'AICD che non ¢ legata a un’alterazione dell’apparato apoprotico
ma ad una costitutiva espressione di ¢-FLIP (cellular-FLICE inbhi-
bitory protein) che blocca I'attivita del DISC. Questo deficit del-
I'apoptosi mediata da Fas ¢ dunque responsabile dell'accumulo degli
LGL nel sangue periferico "

Di notevole importanza ¢ il ruolo rivestito da citochine quali IL-15
e PDGE, che diversi studi hanno dimostrato in grado di riprodurre
le alterazioni identificabili nella LGLL. In particolare, IL-15 agisce
modificando i livelli di proteine della famiglia Bcl-2, aumentando
l'espressione di proteine anti-apoptotiche e riducendo i livelli di pro-
teine pro-apoptotiche quali Bim e Bid, stimolandone la degradazione
per via proteasomiale; il trattamento con bortezomib ¢ in grado di
annullare gli effett di IL-15 inducendo apoptosi negli LGL tramite
aumento dei livelli di Bid 4.

Cruciale ¢ il ruolo di vie segnale coinvolte nella patogenesi di varie
forme leucemiche quali le via delle MAP chinasi, la via di PI3K-
AKT e quella di NF-kB. In particolare, un’attivazione costitutiva di
ERK ¢ stata evidenziata inizialmente nella forma NK ed in seguito
in quella T; sia la via delle MAPK che quella di NF-kB risulterebbero
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Figura 2 — Ipotesi eziopatogenetica della LGLL.




dipendenti dall’attivita della chinasi AKT. Importante ¢ anche il
ruolo svolto dagli sfingolipidi, in particolare il bilancio tra i livelli di
sfingosina 1-fosfato (S1P) con funzione anti-apoptotica ed i livelli
di ceramide con attivita pro-apoptotica (il cosiddetto rheostar degli
sfingolipidi). Negli LGL, infatti, & presente un aumentata attivita
della ceramidasi acida che converte il ceramide in sfingosina ed
un’iperattivita della sfingosina chinasi che metabolizza la sfingosina
in sfingosina-1 fosfato *. Il trattamento con inibitori della cerami-
dasi ed il rilascio di ceramide via liposomiale in un modello murino
di NK-LGLL si sono dimostrati in grado di indurre apoptosi negli
LGL leucemici 9.

Negli ultimi anni, infine, ¢ stata studiata e caratterizzata approfon-
ditamente la via JAK-STAT. Negli LGL, infatti, ¢ presente una co-
stitutiva attivazione di STAT3 con alti livelli della proteina
antiapoptotica Mcl-1 responsabile della sopravvivenza delle cellule
leucemiche; linibizione della chinasi JAK-2 determina apoptosi nelle
cellule leucemiche mediante la riduzione dei livelli di fosforilazione
di STAT3 e dei livelli di Mcl-1 ™. Un lavoro del nostro gruppo ha
dimostrato come l'attivazione costitutiva di STAT3 dipenda non
solo da meccanismi estrinseci quali gli alti livelli di interleuchina-6
(IL-6) prodotti dal microambiente che agisce mediante una via de-
finita #rans-signalling, ma anche da meccanismi intrinseci quali la ri-
duzione dei livelli di SOCS-3 che rappresenta un naturale inibitore
della via"¥. Infine, recentemente, in un 30% circa dei pazienti con
T e NK-LGLL sono state riscontrate mutazioni somatiche nel do-

minio SH2 di STAT3 responsabili dell’attivazione costitutiva di que-
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sto fattore di trascrizione (Figura 3 ) "% Per quanto riguarda la
NK-CLPD, ¢ noto da anni che esiste una suscettibilita genetica le-
gata alla prevalenza a livello genomico di un aplotipo di tipo B dei
geni dei recettori di tipo KIR (Killer Immunoglobuline-Like Receptor)
caratterizzato dalla prevalenza di KIR attivatori. Infatti, gli NK-LGL
presentano una restrizione di espressione dei recettori KIR con ri-
dotta espressione di KIR inibitori a discapito di un'alta presenza di
KIR attivatori ®"*?; quest'alterazione, in parte, ¢ spiegata da processi
di metilazione a livello dei geni di KIR inibitori quali il KIR3DL1 %
Un lavoro del nostro gruppo ha evidenziato, inoltre, un possibile
ruolo delle cellule dendritiche (Dendritic Cell, DC) nella patogenesi
di questo tipo di leucemia. Le cellule dendritiche, infatti, apparten-
gono alla classe delle cellule Antigen Presenting Cell (APC), in grado
di captare gli antigeni e presentarli, insieme ad alti livelli di molecole
di co-stimolo e di adesione, ai linfociti T favorendone I'attivazione.
Le DC potrebbero essere coinvolte nella proliferazione degli LGL in
seguito al riconoscimento di uno specifico antigene e nel manteni-
mento della proliferazione tramite la secrezione di citochine quali
IL-2, IL-15 e IL-18. Analisi immuno-istochimiche eseguite su biop-
sie osteomidollari di pazienti affetti da LGLL dimostrano la presenza
di un contatto diretto tra LGL e DC, diversamente dalle biopsie dei
controlli sani dove le cellule presentano una distribuzione casuale.
Si ¢ ipotizzato quindi che 'ambiente midollare rappresenti il luogo
in cui inizia la proliferazione patologica e che le DC rappresentino
le cellule target dell'infezione virale ®¥. A supporto dell'ipotesi di
un’eziologia virale, in alcuni casi di T-LGLL ¢ stato dimostrato un

Figura 3 — Rappresentazione delle diverse vie di segnale coinvolte nella sopravvivenza degli LGL nella T-LGLL tra cui si possono osservare la via RAS/IMEK/ERK,
la via PI3KIAkt, la via NF-kB, la via JAKISTAT, il rheostat dei fosfolipidi e la via Fas-FasL.




ruolo eziopatogenetico di virus quali EBV e HTLV (Human T-Lym-
photropic Virus); in particolare, il siero di pazienti europei ed ameri-
cani mostra una reattivita nei confronti della proteina p21E
dell’envelope di HTLV, supportando I'idea che I'esposizione ad una
proteina con omologia con I'epitopo BA21 potrebbe essere I'evento
iniziale scatenante la proliferazione dei linfociti ">*; tale positivita
risulta presente anche in altre sindromi da insufficienza midollare:
anemia aplastica (AA), sindrome mielodisplastica (SMD), emoglobi-
nuria parossistica notturna (EPN) che spesso si associano al LGLL %9
Maggiori sono le evidenze per un ruolo di EBV nella patogenesi della
ANKL, dove, nella maggior parte dei pazienti affetti da questa forma
aggressiva, ¢ possibile riscontrare il genoma del virus in forma epi-
somiale all'interno delle cellule patologiche ©.

Alcuni autori hanno evidenziato una possibile associazione tra T-
LGLL e disordini caratterizzati da insufficienza midollare quali
SMD, EPN ed AA che spesso sono associati alla LGLL. Alcuni studi
hanno suggerito che 'espansione T  clonale o NK potrebbe derivare
da una cellula staminale ematopoietica pluripotente in pazienti con
SMD oppure da una stimolazione antigenica cronica da parte di un
clone anomalo di cellule mieloidi nel midollo #?; questi LGL auto-
reattivi, quindi, potrebbero contribuire allo sviluppo delle citopenie
sia nella LGLL che nei disordini da insufficienza midollare.

Aspetti clinici

La T-LGLL presenta un decorso clinico indolente; tuttavia, il 60%
dei pazienti diventa sintomatico durante il corso della malattia. La
caratteristica pitt comune della malattia ¢ la presenza di citopenia,
in particolare neutropenia. Nel 85% dei casi la patologia si presenta
con neutropenia, che nel 45% dei casi presenta le caratteristiche di
neutropenia severa (ANC<0,5x10/1). Da un punto di vista clinico,
la neutropenia si manifesta con infezioni batteriche ricorrenti che
rappresentano spesso la prima manifestazione della leucemia. Le in-
fezioni nella maggior parte dei pazienti sono di tipo muco-cutaneo
(celluliti, ulcere orali) ma coinvolgono anche le vie respiratorie e
I'area perineale, potendo diventare invasive fino a sfociare in sepsi e
polmoniti; rare e non caratteristiche, invece, sono le infezioni op-
portunistiche .

Anemia normo-macrocitica ¢ presente in circa il 50% dei pazienti;
una piastrinopenia moderata ¢ diagnosticata nel 20% mentre rara ¢
la piastrinopenia grave.

Astenia e sintomi B (febbre, sudorazione notturna, perdita di peso)
sono osservabili in un 20-30% di casi. All'obiettivita si pud eviden-
ziare splenomegalia in un 20-50% dei pazienti, epatomegalia in un
209, mentre & rara la linfoadenopatia. Il coinvolgimento polmonare
¢ raro e si pud manifestare con ipertensione polmonare.
Caratteristica peculiare della T-LGLL ¢ la frequente associazione con
disordini di tipo autoimmune, di cui il pilt frequente & l'artrite reu-
matoide (AR), che si riscontra nel 25-30% dei casi; in particolare,
la sindrome di Felty, identificata dalla triade artrite reumatoide,

splenomegalia, neutropenia, entra in diagnosi differenziale con la
T-LGLL associata all’artrite reumatoide. Diversi studi hanno evi-
denziato un’alta prevalenza del HLA-DR4 (Human Leukocyte Anti-
gen) sia nella sindrome di Felty che nella T-LGLL, supportando
I'ipotesi di una comune origine immunologica dei due disordini .
Un ampio spettro di manifestazioni ematologiche e autoimmuni
sono presenti in associazione con la T-LGLL (Tabella 1) ®%31.

In particolare, ¢ frequente I'associazione con disordini caratterizzati
da insufficienza midollare, quali AA, aplasia pura della serie rossa
(PRCA), SMD e EMP. Diversi sono i meccanismi ipotizzati all'ori-
gine delle citopenie e della neutropenia; tra questi, quelli ritenuti pitt
importanti sono linfiltrazione diretta del midollo osseo da parte
degli LGL, una tossicita diretta tramite recettori T o NK, la produ-
zione di citochine quali TNFo (Tumor Necrosis Factor a e INFy
(interferone ), che inibiscono I'emopoiesi ed infine la secrezione di
alti livelli di FasL che inducono apoptosi dei precursori midollari o
delle cellule della linea mieloide *? (Figura 4).

A supporto dell’ultima ipotesi, la correzione delle citopenie si ac-
compagna ad una riduzione o scomparsa dei livelli di FasL sierici.
Peculiari, inoltre, sono le anomalie sierologiche di tipo immunolo-
gico quali alti livelli di fattore reumatoide (60%), anticorpi anti-nu-
cleo (40%), anticorpi anti-citoplasma dei neutrofili (ANCA),
anticorpi anti piastrine, immunocomplessi circolanti, iper/ipogam-
maglobulinemia e gammopatia monoclonale di incerto significato
(MGUS) ®V. Le caratteristiche cliniche dii NK-CLPD sono in gran
parte sovrapponibili alla pili frequente forma di tipo T; meno fre-
quenti risultano la presenza di citopenia, sintomi sistemici, epato-
splenomegalia e linfoadenopatia mentre non comuni sono le lesioni
cutanee. In molti casi, questo disordine si associa ad altre condizioni
cliniche quali aplasia pura della serie rossa, vasculiti sistemiche, neo-
plasie ematologiche e non e malattie autoimmuni. Rara ¢ la trasfor-
mazione in una forma piti aggressiva quale ANKL %3, Quest'ultima,
invece, rappresenta una condizione clinica severa, a prognosi infau-
sta, caratterizzata da un decorso clinico rapido, sintomi sistemici e
coinvolgimento da parte delle cellule NK patologiche del sangue pe-
riferico, midollo osseo, fegato e milza che si traduce sul piano clinico
in citopenia severa, disfunzione epatica ed epato-splenomegalia. No-
nostante il trattamento, la prognosi risulta infausta, con una so-
pravvivenza media che va da qualche giorno a qualche settimana ®.
Non inusuale ¢ descritto lo sviluppo concomitante di coagulazione

intravascolare disseminata o di sindrome emofagocitica nel corso
della malattia ©.

Diagnosi

Da un punto di vista storico, la presenza di almeno 2.000 LGL/mm®
ha costituito un criterio diagnostico fondamentale per la diagnosi di
LGLL %%; tuttavia, gli esperti considerano sufficiente per la diagnosi
la presenza di almeno 500 LGL/mm?’ clonali che persistono nel san-
gue periferico per almeno 6 mesi ®°. Nei casi in cui la conta di LGL




sia <500/mm?’ ma la clinica sia caratteristica, diviene necessario ese-
guire una biopsia midollare*. La valutazione del midollo, infatti,
permette, in questo sottogruppo di pazienti, di quantificare mediante
immunoistochimica I'entita del coinvolgimento midollare e facilita
la dimostrazione della clonalita. Generalmente il coinvolgimento
midollare ¢ presente nella maggior parte dei casi, sebbene in entita
variabile e non correlato con la severita dei sintomi o con il grado
delle citopenie V.

Nella T-LGLL, le cellule leucemiche esprimono, nella maggior parte
dei casi, un fenotipo tipico delle cellule T mature post-timiche ef-
fettrici, caratterizzate dalla positivita per CD3, TCRaf, CD8,
CD16, e CD57 e negativita per CD4; inoltre, vi ¢ espressione co-
stitutiva di granzimi B, perforine, TIA-1, CD2, CD45RA, CDG9,
CD122 (IL2RB, p75), ma non di CD25 (IL2Ra,, p55). Negativi
sono anche il CD27, CD28, CD45R0O e CDG62L *7). 1l pattern
CD45RA+/CDG62L- permette di identificare gli LGL nella classe dei
linfociti T memoria effettori (TEMRA) @
di marker pan-T quali, CD5 e CD7, puo essere d'aiuto per la dia-

. Lespressione aberrante

gnosi differenziale con altre proliferazioni di LGL di tipo reattivo .
Rare sono le forme che esprimono il CD4, da solo o in associazione
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con CD8, e tipicamente co-esprimono CD56 e CD57 ®® mentre le
forme CD8+/CD56+ identificano un sottotipo a decorso piti ag-
gressivo ). Le alterazioni citogenetiche sono inusuali e riscontrate
in meno del 10% dei casi; le piti frequenti sono la delezione del 6,
inversione del cromosoma 14 e del cromosoma 7 ), ma di regola
non sono presenti alterazioni citogenetiche clonali.

Cruciale ¢ nella diagnosi di T-LGLL la dimostrazione della clonalita
che, attualmente, puo essere eseguita mediante studio del riarran-
glamento dei geni del TCRP e y mediante PCR o, come surrogato,
utilizzando la citometria a flusso con anticorpi monoclonali diretti
contro la regione variabile del TCR (V) '%; questa metodica, tut-
tavia, non sostituisce completamente la biologia molecolare, in
quanto gli anticorpi attualmente disponibili coprono all’incirca il
70% del patrimonio V esistente .

Per quanto riguarda le forme NK, le cellule patologiche general-
mente esprimono CD2, CD16, CD56, CD45RA, CD57 variabile,
CDY%4 e talora CD3¢ citoplasmatico ma non CD3 di membrana,
mantenendo, come atteso, una configurazione germline per i geni f3
ey del TCR ", risultando, quindi, impossibile la dimostrazione
della clonalith mediante lo studio del riarrangiamento dei geni del

Rilasclo di THNFo, IFNy
ed altre citochine

Invasione del MO da
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Tossicita direttn
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Figura 4 — Possibili meccanismi patogenetici delle citopenie nella LGLL (MO: midollo osseo).
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TCR. In alcuni casi ¢ stato possibile dimostrare la natura monoclo-
nale dell'espansione mediante studio dei RELPs (Restriction fragment
lenght polimorphism) e del pattern di metilazione dei geni del cromo-
soma X, sebbene la maggior parte dei casi ¢ dimostrata essere di tipo
policlonale. Per questa ragione, risulta utile ai fini diagnostici I'iden-
tificazione mediante citofluorimetria di restrizione di espressione dei

KIR come surrogato di clonalita 4.

Terapia

La T-LGLL, per il suo andamento indolente, non necessita sempre
di trattamento. Nel paziente asintomatico ¢ consigliata solo un’at-
tenta osservazione. Il trattamento trova indicazione in presenza di
neutropenia grave (< 0,5x10%/1) o moderata ma con infezioni ricor-
renti, anemia e trombocitopenia sintomatiche o trasfusione-dipen-
denti, condizioni autoimmuni associate, malattia in progressione
con organomegalia, sintomi B e rapido aumento degli LGL ©°.
Sebbene non esista un trattamento standard sulla base di studi clinici
randomizzati, la terapia di prima linea utilizzata & generalmente una
terapia a base di metotrexate (MTX) o ciclofosfamide a dosaggi im-
munosoppressivi o ciclosporina A (CyA).

La terapia a base di MTX a basse dosi per os (10 mg/m?/settimana)
si & dimostrata efficace nel trattamento dell’artrite reumatoide e de-
termina miglioramento dei sintomi reumatologici e della neutrope-
nia secondaria associata; uno studio includente 62 pazienti trattati
con MTX ha evidenziato un tasso di risposta globale del 55% “Y.
La durata del trattamento non ¢ ben definita; in genere, se la terapia
¢ ben tollerata, pud essere continuata a tempo indeterminato .
Tra gli agent alchilanti, la ciclofosfamide (dose orale giornaliera di
50-100 mg per os) ¢ stata usata con buoni risultati nel trattamento
sia delle forme T che NK, con tassi di risposta paragonabili a quelli
del MTX; in particolare, si ¢ dimostrata efficace nei pazienti con
LGLL e coesistente PRCA >, Inoltre, una buona percentuale di

Disordini ematologici Disordini autoimmuni

associati alla T-LGLL: non ematologici
associati alla T-LGLL:

Anemia emolitica autoimmune Artrite reumatoide

Aplasia pura della serie rossa Sindrome di Felty

Anemia aplastica Tiroidite di Hashimoto
Emoglobinuria parossistica notturna | Sindrome poliendocrina
Sindrome mielodisplastica autoimmune

Lupus eritematoso sistemico
Sindrome di Sjogren

Trombocitopenia immune

Hairy cell leukemia e disordini
linfoproliferativi delle cellule B

MGUS e Mieloma multiplo
Linfoma di Hodgkin

Tabella 1 — Disordini ematologici e autoimmuni associati alla TLGLL.

pazienti che falliscono la terapia di prima linea con MTX rispon-
dono ad un trattamento di seconda linea con ciclofosfamide. Un re-
cente report del gruppo franco-italo-americano ha analizzato
retrospettivamente 45 pazienti trattati con ciclofosfamide, eviden-
ziando un tasso di risposte globali pari al 71%, con 47% di risposte
complete, senza distinzione significative tra forme T e NK. La terapia
non deve essere intrapresa per pitt di 9-12 mesi per evitare compli-
canze secondarie quali SMD o leucemia acuta mieloide “?.

In alternativa a MTX e ciclofosfamide, puo essere utilizzata la ciclo-
sporina A al dosaggio di 3-5 mg/kg/die; questo trattamento ¢ in grado
di dare una risposta globale nel 60% circa dei pazienti, in particolare
in quelli che esprimono HLA-DR4, con necessita di monitoraggio
dei livelli di pressione arteriosa e della funzionalita renale 440,
Attualmente si consiglia di utilizzare come farmaci di scelta in prima
linea MTX o ciclofosfamide, con una risposta che deve essere valu-
tata mediante controlli seriati dell’emocromo per almeno 4 mesi;
l'utilizzo della ciclosporina ¢ indicato nei pazienti che non rispon-
dono alla terapia di prima linea. Si parla di risposta ematologica com-
pleta quando i valori dell'emocromo ed i livelli i LGL circolanti tornano
nella norma (Hb>12g/dl, ANC>500x10/1, Plt=150.000x10%/1); in ag-
giunta, si parla di risposta molecolare completa quando, mediante
PCR, nonssi evidenzia il clone T. Si definisce risposta parziale, invece,
un miglioramento dei valori dell'emocromo in assenza di risposta
completa “”. In entrambi i casi, la terapia va mantenuta per almeno
quattro mesi prima di considerare un’assenza di risposta e passare ad
un regime terapeutico alternativo 147,

I corticosteroidi in monoterapia sono poco efficaci soprattutto per
la durata minima delle remissioni ma, in associazione con MTX o
ciclofosfamide, danno una rapida risoluzione dei sintomi B e delle

11036 T trattamento con corticosteroidi ad

alterazioni ematologiche ¢
alte dosi, poiché va continuato per periodi lunghi non ¢ esente da
effetti collaterali.

Nei pazienti affetti da T-LGLL puo essere d’aiuto una terapia anti-
biotica profilattica, soprattutto se i pazienti presentano una severa
neutropenia sintomatica ed assumono terapia corticosteroidea. Luti-
lizzo di fattori di crescita, quali ESA (Erytropoietin Stimulating Agents)
e GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor),
puo essere utile per il trattamento delle citopenie, ma di solito per
periodi limitati ®9.

II trattamento con agenti chemioterapici deve essere preso in consi-
derazione nei pazienti refrattari o ricaduti con la sola terapia immu-
nosoppressiva e nei pazienti giovani con importante infiltrazione
midollare, nei quali la malattia presenta un andamento aggressivo.
Luso di farmaci analoghi delle purine quali pentostatina, fludarabina
e 2-clorodeossiadenosina ha dato risultati molto promettenti anche
se solo in un piccolo gruppo di pazienti.

Anticorpi monoclonali quali alemtuzumab (anti-CD52), humanized
MiK-B-1 (anti-CD122) e siplizumab (anti-CD2) stanno entrando




a far parte dei nuovi scenari terapeutici. Alemtuzumab ¢ utilizzato
nei pazienti in cui il trattamento con fludarabina ¢ fallito ma, dato
il potente effetto immunosoppressivo, richiede una terapia antibio-
tica profilattica e il monitoraggio di CMV 9

Gli inibitori delle farnesil-trasferasi quali il tipifarnib, che inibiscono
la via di Ras costitutivamente attivata nella T-LGLL, hanno dimo-
strato diminuire I'infiltrazione midollare e ridurre la quota degli LGL
nel sangue periferico “®. Nei pazienti in cui vi sia I'associazione di
citopenia e splenomegalia puo essere utile la splenectomia, ma ge-
neralmente i vantaggi sono limitati . Per i pochi casi descritd di T-
LGLL ad andamento fulminante con immunofenotipo CD3+ CD8+
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CD56+ CD57+, ¢ stato proposto uno schema terapeutico piit aggres-
sivo che prevede un regime di induzione simile a quello della leucemia
linfatica acuta seguito da consolidamento e chemioterapia ad alte dosi
se la risposta & completa 7.

La terapia del NK-CLPD ¢ sovrapponibile a quella delle piti comuni
forme T, anche se la patologia necessita di trattamento in una per-
centuale di casi minore.

I pazienti con ANKL, invece, presentano scarsa risposta ai regimi
chemioterapici tradizionali e necessitano di terapie simili a quelle
utilizzate nelle leucemie linfoblastiche acute, con eventuale consoli-
damento con trapianto allogenico nei pazienti che rispondono .
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Figura 5 — Approccio terapeutico alla LGLL (MTX: metotrexate; CY- ciclofosfamide).
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