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La classificazione WHO (2001) delle

malattie mieloproliferative croniche

Philadelphia negative (Ph- CMPDs):

criteri isto-patologici
[l ruolo della biopsia osteo-midollare

(BOM) nell'ambito della diagnostica delle

malattie mieloproliferative croniche Phila-

delphia negative (Ph- CMPDs) é stato
recentemente sottolineato dalla classifica-
zione della World Health Organization

(WHO)," che ha stabilito precisi criteri isto-

patologici per la diagnosi della Policitemia

Vera (PV), della Trombocitemia Essenziale

(TE) e della Mielofibrosi Idiopatica (MF). Tali

criteri si basano essenzialmente sulla valu-

tazione dei sequenti parametri istologici

(Tabella 1):

a) rapporto tra cellularita emopoietica e
tessuto adiposo, in relazione all'eta del
paziente;?

b) rapporto leuco-eritroblastico;

c) aspetti citologici, modalita di aggrega-
zione e localizzazione topografica dei
megacariociti;

d) contenuto in fibre reticoliniche midolla-
ri (fibrosi midollare), valutato mediante
una scala semiquantitativa (da 0 a 3),
tramite colorazioni basate sull'impre-
gnazione argentica (di solito tecnica di
Gomori).2

Policitemia vera

La biopsia osteomidollare € nella maggior
parte dei casi ipercellulare per l'eta del
paziente e caratterizzata da proliferazione
di tutte le serie emopoietiche (panmielosi)
e, in particolar modo, delle serie eritro e pia-
strinopoietica. La maturazione e la morfo-
logia della quota eritroide e granulocitaria
sono normali; i megacariociti sono partico-
larmente numerosi, anche quando il midol-
lo € normocellulare, e di aspetto caratteri-
sticamente pleomorfo (da forme piccole ad
elementi giganti in assenza di nuclei fran-
camente atipici o di difetti di maturazio-
ne), talora con tendenza alla disposizione in
clusters.® Il contenuto in fibre reticoliniche
€ normale nel 70% ed aumentato nel 30%
circa dei casi (di solito di un grado nella

fase policitemica, maggiore nella fase spen-
ta post-policitemica, o di mielofibrosi post-
policitemia). Possono essere presenti nodu-
li linfoidi reattivi, pit spesso centrolacuna-
ri, a composizione polimorfa (sia piccoli lin-
fociti B CD20* che T CD3*). La colorazione
Perls'per l'identificazione di pigmento emo-
siderinico dimostra I'assenza di depositi di
ferro nel 95% dei casi. | sinusoidi midollari
appaiono spesso congesti e ingolfati da glo-
buli rossi maturi, in assenza di una signifi-
cativa proliferazione microvascolare. La
componente plasmacellulare e istiocito-
macrofagica € molto scarsa.

Mielofibrosi Idiopatica

Si caratterizza per la proliferazione di
elementi megacariocitari e granulopoieti-
ci, con deposizione reattiva nel midollo
emopoietico di tessuto connettivo reattivo
(fibrosi) ed emopoiesi extramidollare. La
classificazione WHO distingue due stadi,
uno prefibrotico e uno fibrotico.

Stadio prefibrotico (MF0) o fase cellulare.

Caratterizza circa il 20-30% dei pazien-
ti alla diagnosi. La BOM ¢ ipercellulare per
I'eta del paziente, soprattutto per espan-
sione della serie granulopoietica (con
aumento del rapporto leuco-eritroblastico)
e proliferazione dei megacariociti. La quo-
ta granulopoietica presenta ritardo di
maturazione (in assenza comunque di una
quota blastica significativa) e, frequente-
mente, particolare evidenza dello stipite
eosinofilo, mentre i megacariociti tendono
alla disposizione in clusters densi (piu di 4-
5 elementi), spesso in sede paratrabecola-
re o perisinusale, e sono costituiti da for-
me con elevato rapporto nucleo-citopla-
smatico, nuclei atipici cloud-like, o da
nuclei nudi. La fibrosi reticolinica & assen-
te o minima (1+) e, se presente, disposta
soprattutto attorno ai vasi. Di solito ¢
apprezzabile una trama microvascolare
maggiore che nel midollo normale. Posso-
no essere presenti noduli linfoidi reattivi.

Stadio fibrotico. Corrisponde alla mielofi-
brosi con metaplasia mieloide* e circa il 70-
809% dei pazienti affetti da MF & diagnosti-
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Tabella 1. Parametri istopatologici nelle Ph- CMPDs.

Policitemia, trombocitemia, mielofibrosi

PV MF prefibrotica

(fase iniziale policitemica)

MF fibrotica TE

~85% dei casi:
aumenta

Cellularita midollare aumentata
in relazione all’eta

~15% dei casi:
coerente con l'eta

~95% dei casi:
aumentata

~90% dei casi:
coerente con 'eta

~40% dei casi:
aumentata

~5-10% dei casi:
modicamente
aumentata

~60% dei casi:
coerente con l'eta
o diminuita in relazione all’eta

Serie midollare Eritro: +++

maggiormente proliferante

Mega: ++ [ +++

Mega: ++ [++4 Mega: ++ [ +++

Mega: ++/+++ Granulo: ++ / +++ Granulo: ++ / +++ Granulo: -/+
Granulo: +/ ++ Eritro: -/+ / ++ Eritro: -/+ / ++ Eritro: -/+
Panmielosi
(proliferazione trilineare)
Rapporto leuco-eritroblastico Da normale (3:1) Aumentato (>4:1) Di solito Normale

a diminuito

aumentato (>4:1)

Megacariociti

Morfologia Pleomorfi (da grandi a piccoli,

senza difetti di maturazione)

Tipo di aggregazione Possibile disposizione

in clusters

Atipici, elevato rapporto
nucleo-citoplasmatico,
nuclei cloud-like
e maturazione anomala

Frequente disposizione
in clusters densi

Atipici, elevato rapporto
nucleo-citoplasmatico,
nuclei cloud-like
e maturazione anomala

Da grandi a giganti
con nuclei iperlobulati,
senza difetti di
maturazione (forme
Ssoprattutto ipermature)

Frequente disposizione
in clusters densi

Dispersi
o in clusters lassi

Fibrosi 70% dei casi: assente (0)

Da assente (0) a Da modesta (1+) Assente (0)
modesta (1+) a marcata (2-3+) nella maggioranza
dei casi

30% dei casi: modesta (1+)

cato in questo stadio; rappresenta inoltre, insieme alla
leucemia acuta, I'evoluzione terminale di tutte le Ph-
CMPDs. La BOM puo essere normo-, iper- o ipocellu-
lata in relazione all'eta del paziente e alterna isole di
emopoiesi ad aree di tessuto connettivo lasso o adipo-
so. Il rapporto leuco-eritroblastico & elevato, con
aspetti di immaturita della serie granulopoietica. |
megacariociti atipici, simili allo stadio prefibrotico,
sono particolarmente numerosi, disposti in clusters o
aggregati. Un aspetto caratteristico € la marcata pro-
liferazione microvascolare a lumi spesso tortuosi e
dilatati, con aspetti di emopoiesi endoluminale e con
megacariociti che delimitano direttamente lo spazio
vascolare al posto degli endoteli. La fibrosi midollare
¢ per definizione presente in grado variabile, fino alla
sclerosi collagene e all'osteosclerosi.

Trombocitemia essenziale

[l midollo emopoietico € normocellulare per I'eta del
paziente o solo lievemente ipercellulare; il rapporto
leuco-eritroblastico € conservato entro limiti di nor-
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malita (3:1) e le serie granulo e eritropoietica mostra-
no una normale maturazione. | megacariociti sono
aumentati di numero, di solito disposti a coppie o in
clusters lassi (fino a 3-4 elementi) e mostrano caratte-
risticamente un nucleo iperlobulato, ipermaturo e un
abbondante citoplasma, in assenza delle atipie citolo-
giche che li caratterizzano nella mielofibrosi idiopati-
ca.’ Il contenuto in fibre reticoliniche &€ normale o solo
minimamente aumentato (1+) e non devono comunque
essere presenti aree di sclerosi collagene. Il pattern
microvascolare € simile al midollo osseo normale.

Ph- CMPDs, non classificabili. Tale categoria, previ-
sta nella classificazione WHO, comprende casi (di piu
frequente riscontro per il patologo che per il clinico)
che presentano aspetti clinici, laboratoristici e morfo-
logici di una malattia mieloproliferativa, ma che non
incontrano i criteri di nessuna specifica entita o pre-
sentano aspetti di confine tra 2 o piu categorie. Si puo
trattare o di fasi iniziali di PV, ET e MF, in cui al tem-
po della valutazione gli aspetti caratteristici non sono
ancora completamente sviluppati, o stadi avanzati in
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cui I'estrema fibrosi midollare, I'osteosclerosi o la tra-
sformazione verso fasi aggressive nascondono la
malattia di base. Nella prima evenienza, ¢ opportuna
una rivalutazione a breve o medio termine della biop-
sia osteo-midollare.

Classificazione WHO 2001 delle PH- CMPDs:
vantaggi e limiti

La classificazione WHO 2001 dei tumori dei tessuti
emopoietici e linfoidi si basa sull'integrazione ai fini
diagnostici dei dati clinici, laboratoristici, istologici,
immunofenotipici e molecolari. In tale ambito, la
sezione che riguarda le Ph- CMPDs ¢ sicuramente
quella che piu di altre pone in primo piano gli aspetti
istopatologici. Infatti, i criteri proposti sono essenzial-
mente morfologici, basati sulla valutazione di colora-
zioni di routine (ematossilina-eosina, Giemsa, impre-
gnazione argentica di Gomori, Perls'): ne consegue che
sono da un lato di agevole applicazione da parte dei
patologi, ma dall'altro possono risentire dell'interpre-
tazione e dell'esperienza del singolo patologo.

La WHO, che considera i rilievi sulla biopsia osteo-
midollare (BOM) indispensabili per un corretto inqua-
dramento di TE e MF e complementari per la diagnosi
di PV, intende integrare le linee guida del Polycythe-
mia Vera Study Group (PVSG)® e dell'/talian Consensus
Conference on Myelofibrosis (ICC-M):* tali criteri inclu-
dono per definizione la valutazione istologica della
biopsia osteo-midollare solo nei casi di mielofibrosi
idiopatica. Tale procedura non € considerata indispen-
sabile nell'inquadramento diagnostico della policite-
mia vera e della trombocitemia essenziale: *’ la BOM
viene menzionata solo in relazione alla valutazione
della fibrosi midollare, trascurando il quadro morfolo-
gico d'insieme.

La classificazione WHO consente in primo luogo una
corretta diagnosi differenziale tra malattia mielopro-
liferativa cronica e altre patologie (tra le quali soprat-
tutto le forme secondarie -reattive vs paraneoplasti-
che- di policitemia e/o di trombocitemia, la panmie-
losi acuta e le mielodisplasie) e identifica per ognuna
delle entita comprese nello spettro delle Ph-CMPDs
un preciso pattern morfologico osteo-midollare. Que-
sto € particolarmente importante per quanto riguardo
la TE, che, nell'ambito della WHO, non risulta piu esse-
re una diagnosi di esclusione.

Inoltre, la classificazione WHO tenta di differenzia-
re i pazienti in relazione alla potenziale evoluzione in
mielofibrosi con metaplasia mieloide, che rappresen-
ta, insieme alla leucemia acuta, la fase terminale di
molti casi di Ph-CMPDs. Nell'ambito dei pazienti con
trombocitemia clinica, € questo in primo luogo il signi-
ficato della distinzione, di mielofibrosi idiopatica in
fase prefibrotica [ cellulare (p-MF) e vera trombocite-
mia. Vari studi, soprattutto di ricercatori tedeschi®?

hanno infatti evidenziato come i pazienti che si pre-
sentano clinicamente con trombocitemia abbiano un
rischio diverso di evoluzione verso la mielofibrosi con-
clamata, a seconda del quadro morfologico osteo-
midollare: quelli con un pattern midollare da vera TE
(secondo i criteri WHO) sviluppano solo raramente
fibrosi midollare (2% dei casi a 3 anni dalla diagnosi),™
mentre quelli con un quadro morfologico di p-MF evol-
vono in f-MF piu rapidamente e pit frequentemente e
hanno una significativa diminuzione dell'aspettativa di
vita."

Tale distinzione diagnostica, che si propone anche
come potenziale fattore prognostico, & stata accolta
con molte riserve dai clinici, perché l'introduzione degli
stadi prodromici della MF comporta significative modi-
ficazioni dello spettro riconosciuto delle Ph- CMPDs:
infatti, parte dei casi di TE secondo i criteri PVSG vie-
ne classificato come MF prefibrotica, secondo la WHO,
alterando quindi anche l'incidenza di importanti carat-
teristiche cliniche, quali, ad esempio I'organomegalia,
lo screzio leuco-eritroblastico, I'aumento delle cellule
CD34 circolanti.”

Attualmente, non vi € una perfetta corrispondenza
tra diagnosi clinica e inquadramento istopatologico:
per tale motivo, sono sempre piu essenziali la stretta
collaborazione e la comunicazione tra clinico e pato-
logo, in modo da integrare il nuovo messaggio istopa-
tologico nella pratica clinica senza modificare il com-
portamento terapeutico, ma eventualmente riconsi-
derando I'intervallo di tempo per la rivalutazione dei
singoli pazienti. Sono inoltre indispensabili studi con-
giunti clinici ed anatomo-patologici, sia prospettici
che retrospettivi,” al fine di chiarire la reale inciden-
za della mielofibrosi prefibrotica, il rischio ed il tempo
di evoluzione in mielofibrosi conclamata.

Nel 2005, vari gruppi'*'*'® hanno riportato la pre-
senza di una specifica mutazione del gene JAK2 (vali-
na al posto di fenilalanina alla posizione 617, V617F)
e gli ultimi protocolli diagnostici in ordine di tempo®"”
hanno rapidamente integrato lo screening per questa
mutazione nei soggetti con sospetta patologia mielo-
proliferativa cronica. Questa scoperta ha reso improv-
visamente sorpassate sia la classificazione WHO sia i
criteri PVSG: tale alterazione, dimostrabile, con inci-
denza variabile, sia nella PV, che nella TE e nella MF,
costituisce il razionale molecolare di un comune mec-
canismo eziopatogenetico, su cui basare una nuova
classificazione ed eventualmente nuovi approcci tera-
peutici. A circa un anno di distanza dalla pubblicazio-
ne della mutazione di JAK2, mancano in letteratura
studi di correlazione tra il nuovo dato molecolare e il
quadro morfologico midollare. Questi studi potrebbe-
ro da un lato verificare la specificita dei criteri istopa-
tologici nell'escludere forme non mieloproliferative e
dall'altro valutare la presenza di possibili differenze
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istopatologiche tra casi mutati e casi non mutati.

Nella leucemia mieloide cronica, 'identificazione del

cromosoma Philadelphia e del riarrangiamento ber-
abl ha reso inutile la valutazione della biopsia osteo-
midollare sia alla diagnosi che durante follow up. Fino
ad oggi, la scoperta di JAK2 non sembra modificare
I'indicazione alla BOM nelle Ph- CMPDs, perché que-
sta mutazione, per quanto specifica, non discrimina
tra le varie entita ed € assente in parte dei pazienti. In
tale ottica, recenti lavori clinici’® sottolineano I'im-
portanza della biopsia osteo-midollare nel work-up
diagnostico dei soggetti con quadri clinici di PV e TE,
soprattutto se negativi per la mutazione di JAK2.

La biopsia osteomidollare nel follow up delle
Ph- CMPDs

La biopsia osteomidollare pud essere effettuata

durante il decorso della malattia ad intervalli di tem-
po dalla diagnosi molto variabili (da mesi ad anni), in
relazione alle modificazioni del quadro clinico-emato-
logico (piu frequentemente, comparsa [ peggioramen-
to di epato-splenomegalia, citopenie periferiche,
aumento delle cellule CD34* circolanti).

La biopsia osteo-midollare di rivalutazione puo

documentare:

a.

I'evoluzione verso un quadro morfologico di mielo-
fibrosi conclamata (fibrosi midollare, proliferazione
granulocitaria e megacariocitaria); & I'eventualita
piu frequente e corrisponde alla storia naturale del-
le Ph- CMPD. Soprattutto nel passato, molti casi di
PV venivano sottoposti a biopsia osteo-midollare
solo in questo stadio, perché tale procedura non era
prevista nei protocolli diagnostici all'esordio della
malattia;

. aspetti di remissione midollare con riduzione della

cellularita emopoietica e del grado di fibrosi (se pre-
sente nella BOM alla diagnosi);”

. quadri di ipoplasia midollare (cellularita emopoie-

tica inferiore rispetto a quanto normale per I'eta del
paziente), soprattutto nel caso di terapie prolunga-
te, con sviluppo di una pancitopenia periferica;

. modificazioni displastiche, con aspetti di matura-

zione irregolare, left-shifting delle serie maturative
midollari ed eventuale presenza di una quota varia-
bile di blasti;

. I'evoluzione in leucemia acuta. Nonostante le leu-

cemie acute vengano raramente sottoposte alla
biopsia osteo-midollare, & relativamente frequente
che vengano biopsiati casi di evoluzione leucemica
in corso di Ph- CMPDs, soprattutto in fase mielofi-
brotica, perché la punctio sicca, di frequente riscon-
tro in questi pazienti, rende poco informativo I'aspi-
rato midollare.

Molto piu spesso che alla diagnosi (punti b-, c-, d),

il quadro della biopsia di rivalutazione non & patogno-
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Policitemia, trombocitemia, mielofibrosi

monico di una singola entita, perché le eventuali tera-
pie possono avere influito sulla morfologia del midol-
lo emopoietico.”* Questo & valido sia per regimi che-
mioterapici, che influiscono per definizione sulla pro-
liferazione e sulla maturazione delle serie emopoieti-
che, sia per protocolli non chemioterapici, quali ad
esempio la salassoterapia nella PV, che pud indurre
alterazione dei megacariociti e gradi variabili di fibro-
si midollare. E per questo essenziale che vengano
segnalati al patologo i trattamenti esequiti in passato
dal paziente e che venga eseguito un confronto con la
biopsia osteo-midollare effettuata alla diagnosi.
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