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Valore clinico dei nuovi dati biologici

La diagnosi di malattia mieloproliferati-
va cronica (MMPC) Philadelphia-nega-
tiva si basa sui criteri stabiliti dalla

classificazione WHO.1 Tale classificazione
ha introdotto l’impiego della biopsia osteo-
midollare come procedura principale per la
diagnosi di trombocitemia essenziale (TE) e
mielofibrosi idiopatica (CIMF) e come pro-
cedura secondaria per la diagnosi di polici-
temia vera (PV).

Negli ultimi anni sono stati individuati
alcuni potenziali marcatori di MMPC. Si
tratta di nuovi marcatori biologici e mole-
colari: a) espressione aumentata di BCL-X
da parte dei precursori eritroidi di pazienti
affetti da policitemia vera;2 b) espressione
ridotta di C-MPL da parte delle piastrine in
pazienti con policitemia vera;3 c) aumento
del numero di progenitori emopoietici
CD34-positivi circolanti nella mielofibro-
si;4,5 d) studi di clonalità dell'emopoiesi nel-
la trombocitemia essenziale;6,7 e) espressio-
ne aumentata di PRV-1 mRNA nei granulo-
citi di pazienti con policitemia vera;8 f)
mutazione V617F del gene JAK2.9

L'analisi dell'espressione di BCL-X nelle
colonie eritroidi di pazienti con policitemia
vera ha dimostrato che le colonie eritroidi
esprimono elevati livelli di BCL-X in assen-
za di eritropoietina.2 Ne deriva che la poli-
citemia vera dipende da un accumulo di
cellule eritroidi non più sensibili all'apopto-
si indotta dalla carenza di eritropoietina.
L'espressione ridotta di C-MPL è stata
descritta inizialmente in alcuni pazienti con
trombocitemia essenziale10 e, in seguito, è
stata riscontrata in tutti i pazienti con poli-
citemia vera e in 13 su 14 pazienti con mie-
lofibrosi.11 Inoltre c-MPL può essere ridotto
anche nelle piastrinosi reattive.6 Nessuno
studio clinico ha però dimostrato l'utilità di
BCL-X e c-MPL nella gestione clinica dei
pazienti con MMPC. Diversamente, alcuni
studi hanno valutato il ruolo clinico dei pro-
genitori emopoietici CD34-positivi circo-
lanti, dello stato di clonalità dell’emopoie-
si, dell’espressione di PRV-1 e della muta-
zione JAK2 (V617F) nel work-up iniziale e
nel follow-up dei pazienti con MMPC.

Progenitori emopoietici circolanti
CD34-positivi

Il CD34 è un piccolo peptide espresso sul-
la membrana cellulare delle cellule emo-
poietiche a cui è ancorato tramite una
molecola di glicosilfosfatidilinositolo. È un
marcatore di immaturità dei progenitori
emopoietici mieloidi. In condizioni norma-
li le cellule CD34-positive sono circa l’1%
delle cellule midollari e meno dello 0.1%
delle cellule nucleate circolanti.12

I progenitori emopoietici circolanti CD34-
positivi possono essere studiati in citofluo-
rimetria.

Il campione di sangue, raccolto in EDTA,
viene processato in citometria a flusso. L’a-
nalisi viene condotta in singola piattaforma,
in accordo con le linee-guida dell’Interna-
tional Society of Hematotherapy and Graft
Engineering (ISHAGE).13

Il numero di cellule emopoietiche CD34-
positive circolanti è un marcatore diagno-
stico utile nelle MMPC. Andreasson e coll.
hanno dimostrato che in pazienti affetti da
PV o da TE il numero di progenitori emo-
poietici circolanti è maggiore rispetto ai
controlli sani,14,15 ma inferiore rispetto ai
pazienti affetti da CIMF.15 Un nostro studio
su 248 pazienti con malattie mieloprolife-
rative croniche ha documentato che un
numero di cellule CD34-positive circolanti
superiore a 15×106/L consente di differen-
ziare la mielofibrosi dalle altre MMPC
(Figura 1).5 Nell’ambito delle mielofibrosi
un numero di cellule CD34-positive circo-
lanti superiore a 300×106/L ha implicazio-
ne prognostica sfavorevole ed é predittivo
di evoluzione leucemica.4 Nella nostra
esperienza il riscontro di un valore di cel-
lule CD34-positive superiore a 15×106/L
nella valutazione sequenziale di pazienti
affetti da PV o TE consente di riconoscere
precocemente l’evoluzione della malattia
in mielofibrosi.5

La più recente classificazione WHO rico-
nosce l'esistenza di uno stadio prefibrotico
della mielofibrosi, caratterizzato da aumen-
tata cellularità midollare in assenza di
fibrosi (forma di transizione tra tromboci-



temia e mielofibrosi).1 In questo particolare tipo di
mielofibrosi, clinicamente indistinguibile dalla TE, il
numero di cellule CD34-positive circolanti può essere
normale.16,17

Il riscontro di un più alto numero di cellule CD34-
positive circolanti in pazienti con CIMF rispetto a
pazienti con fibrosi midollare secondaria a metastasi
dimostra che il sovvertimento architetturale indotto
dalla fibrosi non è sufficiente a spiegare il fenomeno
della mobilizzazione18 e fa ipotizzare che vi sia un
difetto intrinseco del progenitore emopoietico neopla-
stico. Recentemente, è stato infatti dimostrato che
nella mielofibrosi si verifica costitutivamente un pas-
saggio in circolo di progenitori emopoietici CD34-posi-
tivi con un programma di differenziazione cellulare
patologico e che tale mobilizzazione è legata ad un'au-
mentata attività proteolitica nel microambiente midol-
lare.17,19,20 Un nostro studio ha documentato una corre-
lazione tra la mobilizzazzione dei progenitori circo-
lanti CD34-positivi e la percentuale di alleli JAK2
(V617F). I pazienti con mielofibrosi post policitemia
vera esprimono infatti un numero elevato di cellule
CD34-positive ed un’alta percentuale di JAK2 (V617F).

Il processo di mobilizzazzione sembra essere in parte
causato dall’attivazione dei neutrofili indotta dalla
mutazione JAK2 (V617F).17

Nella pratica clinica, la valutazione dei progenitori
CD34-positivi circolanti nei pazienti con MMPC è un
utile parametro per la diagnosi iniziale, per il monito-
raggio, e per la diagnosi precoce di evoluzione mielo-
fibrotica.

Clonalità dell’emopoiesi
Nelle malattie mieloproliferative croniche non è sta-

ta documentata alcuna anomalia cromosomica tipica
che possa definire direttamente lo stato di clonalità.
Solo il 10-15% dei pazienti con PV21,22 e il 35% dei
pazienti con CIMF23 presentano un'anomalia del cario-
tipo alla diagnosi. Anomalie citogenetiche sono estre-
mamente rare nella TE.24

Esistono studi che analizzano indirettamente la clo-
nalità tramite la valutazione del pattern di inattivazio-
ne del cromosoma X (X-CIP). Il metodo si basa sul rico-
noscimento del cromosoma X attivo ed inattivo,
mediante la diversa espressione di metilazione del
DNA, per i polimorfismi genici di HUMARA (recettore
degli androgeni umani), PGK (fosfoglicerato-chinasi) e
IDS (iduronate-2-sulphatase). Con questa metodica
circa la metà delle pazienti con TE presenta un'emo-
poiesi clonale come illustrato nella Tabella 1.6,7,25,26 I
pazienti con TE clonale sembrano avere un aumenta-
to rischio di sviluppare problemi vascolari di tipo trom-
botico, come suggerito da alcuni studi.6,25,26 Nello stu-
dio di Shih e coll.,26 l’analisi multivariata comprenden-
te anche parametri di rischio vascolare clinici, ha iden-
tificato solo l’età come fattore predittivo di trombosi
nelle TE. L’associazione tra clonalità ed eventi vasco-
lari non si può quindi considerare conclusiva. Sebbe-
ne siano stati descritti casi di TE in cui la clonalità è
limitata alle sole piastrine,7 la clonalità dell’emopoie-
si non è di solito ristretta alla sola linea megacarioci-
taria.6,25,26

Nella pratica clinica, lo studio della clonalità, sep-
pur ristretto alla sola popolazione femminile di età
giovanile, è un parametro importante per distinguere
le MMPC dalle forme secondarie, tipicamente poli-
clonali.
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Figura 1. Numero di cellule CD34-positive circolanti in
pazienti affetti da malattie mieloproliferative croniche ed
in soggetti sani. Un numero di cellule CD34+ < 15××106/L
consente di discriminare con buona affidabilità i pazien-
ti affetti da policitemia vera (PV) e da trombocitemia
essenziale (ET) rispetto ai pazienti con mielofibrosi con
metaplasia mieloide (MMM). Non vi è differenza statisti-
camente significativa tra controlli, PV, ed ET.

Tabella 1. Clonalità dell’emopoiesi: studi clinici nella trombocitemia essenziale.6,7,25,26

Studio clinico Monoclonale No (%) Policlonale No (%) Non valutabile No (%) Correlazioni cliniche

El-kassar et al., 1997 31/48 (65) 11/48 (23) 6/48 (12) PLT, Età
Harrison et al., 1999 10/46 (22) 12/46 (28) 23/46 (50) Trombosi
Chiusolo et al., 2001 17/40 (42,5) 15/40 (37,5) 8/40 (20) Trombosi
Shih et al., 2002 54/89 (61) 15/89 (17) 20/89 (22) Età, trombosi

Non valutabile: pazienti omozigoti per i polimorfismi indagati o con sbilanciamento costiututivo dell’emopoiesi; PLT: piastrine.



PRV-1 (Polycythemia Rubra Vera-1)
PRV-1 appartiene alla famiglia dei recettori di super-

ficie UPAR/CD59/ly6, legati alla membrana cellulare
tramite una molecola di glicosil fosfatidil-inositolo
(GPI-anchor).8 PRV-1 e NB1 rappresentano le due
varianti alleliche del gene CD177,27 la cui funzione bio-
logica non è ancora stata chiarita.28 Il gene PRV-1 è
stato identificato confrontando il DNA complementa-
re di pazienti affetti da PV con quello di individui sani
tramite una tecnica di ibridazione sottrattiva.8

L’iperespressione di PRV-1 mRNA nei granulociti di
pazienti affetti da PV rispetto ai controlli sani ha por-
tato inizialmente ad identificare PRV-1 come marca-
tore diagnostico di policitemia vera.29,30 Studi succes-
sivi hanno dimostrato che PRV-1 è iperespresso non
solo nella PV ma anche nella TE e nella CIMF.31-34 Nel
nostro studio su 235 pazienti con MMPC,35 la valuta-
zione di PRV-1 mRNA ha dimostrato una bassa sensi-
bilità e specificità del test nel discriminare le diverse
MMPC (Figura 2). Inoltre, il test è risultato positivo
anche nelle condizioni reattive. L'espressione di PRV1
mRNA nei neutrofili non risulta utile neppure nel
monitoraggio della risposta al trattamento in pazien-
ti con policitemia vera o trombocitemia essenziale.36 È
riportato che i pazienti affetti da TE che esprimono
PRV-1 mostrano un maggior rischio di complicanze
trombotiche37-39 e di evoluzione in policitemia37 rispet-
to ai pazienti con bassa espressione.

Nella pratica clinica, la valutazione di PRV-1 non
migliora la definizione diagnostica della classificazio-
ne WHO.

Mutazione V617F del gene JAK2
Nell’arco di sole sei settimane (19 Marzo 2005-28

Aprile 2005), quattro gruppi di ricercatori hanno iden-
tificato contemporaneamente in pazienti affetti da PV,
TE e CIMF la mutazione somatica V617F del gene Janus
Kinase 2 (JAK2), con conseguente aumentata attività
della proteina tirosin-chinasica JAK2.9,40-42

Identificazione e studio della mutazione JAK2
(V617F)

La mutazione del gene JAK2 è stata inizialmente
identificata tramite tre differenti approcci metodolo-
gici. James e coll.40 hanno identificato JAK2 come pos-
sibile gene della PV dimostrando che inibitori della
chinasi JAK2 e short interfering RNA bloccano la for-
mazione di colonie eritroidi spontanee in pazienti con
PV. Altri due gruppi di ricercatori, sequenziando in
modo sistematico in soggetti con MMPC i geni codi-
ficanti per protein-chinasi, hanno osservato un’eleva-
ta frequenza della mutazione G→T nell’esone 12 di
JAK2.41,42 Infine, il nostro gruppo in collaborazione con
i colleghi dell'Ematologia dell'Università di Basilea ha
identificato la mutazione di JAK2 mappando un’ano-
malia cromosomica ricorrente del cromosoma 9: la
perdita di eterozigosi per le braccia corte del cromo-
soma 9 (loss of heterozigosity, LOH).9

Il metodo di identificazione della mutazione JAK2
(V617F) attualmente in uso presso la nostra Clinica è
la PCR allele specifica.17 L’analisi iniziale viene esegui-
ta partendo da DNA estratto dai granulociti di sangue
periferico, amplificando mediante PCR allele specifica
la regione di DNA in cui si trova la mutazione. La
sequenza mutata viene amplificata utilizzando un pri-
mer specifico per la mutazione. Le due sequenze (nor-
male e mutata) vengono quindi amplificate separata-
mente e quantificate mediante real-time PCR. Questo
metodo da un lato consente di individuare la mutazio-
ne anche quando è presente in una piccola percentua-
le di cellule (dell’ordine dell’1%), dall’altro consente
di quantificare la percentuale di cellule e di copie del
gene portatrici della mutazione.

Studi clinici
La mutazione JAK2 (V617F) è stata riscontrata con

elevata frequenza in pazienti affetti da policitemia
vera (65-97%), da trombocitemia essenziale (23-
57%) e da mielofibrosi (35-95%), come illustrato nel-
la Tabella 2.9,40-49 L’ampia variabilità riportata dipen-
de dalla sensibilità della metodica impiegata. Il
sequenziamento identifica la mutazione solo se pre-
sente in almeno il 25% delle cellule, mentre la PCR
allele specifica è in grado di identificare l’1-2% di
cellule mutate.50

Meno frequentemente JAK2 (V617F) è stata riscon-
trata in altre patologie come la leucemia mielomono-

Policitemia, trombocitemia, mielofibrosi
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Figura 2. Espressione di PRV-1 mRNA in soggetti sani
(NS) e nelle diverse condizioni cliniche (policitemia vera
PV; trombocitemia essenziale ET; mielofibrosi con meta-
plasia mieloide MMM; eritrocitosi secondaria SE; piastri-
nosi secondaria ST; leucocitosi secondaria SL; leucemia
mieloide cronica CML; mielodisplasia MDS). Non vi sono
differenze statisticamente significative dell’espressione
di PRV-1 tra i diversi sottogruppi.35



citica cronica, le sindromi mielodisplastiche (MDS), la
mastocitosi sistemica, la leucemia neutrofilica croni-
ca, la sindrome ipereosinofila e le malattie mielopro-
liferative croniche atipiche (Tabella 3).43,45,51

JAK2 (V617F) nella policitemia vera
La mutazione è presente nel 65-97% dei pazienti

con policitemia vera: più del 20% dei pazienti con PV
sono omozigoti per la mutazione di JAK2.9,40-42 Nel
nostro studio,17 la mutazione è presente nel 92% dei
pazienti con PV all’esordio e assente in tutti i pazien-
ti sani o con eritrocitosi secondaria. I pazienti con PV
hanno una percentuale di alleli mutati superiore ai
pazienti affetti da trombocitemia. Con l’incrementare
della proporzione di alleli mutati si ha una progressi-
va mobilizzazione di cellule CD34-positive e una tra-
sformazione in mielofibrosi secondaria. Questi pazien-
ti hanno la più elevata espressione di alleli mutati.

Alcuni autori hanno correlato la presenza della
mutazione JAK2 (V617F) nella PV con il sesso femmi-

nile,41 con una maggior durata di malattia9,41 e con una
maggior incidenza di complicanze trombotiche ed
emorragiche.9 Rispetto ai pazienti JAK2 (V617F) etero-
zigoti, i pazienti omozigoti presentano più alti livelli di
emoglobina alla diagnosi, maggior incidenza di pruri-
to, maggior tasso di evoluzione in mielofibrosi e un’i-
perespressione di PRV-1 mRNA nei granulociti neu-
trofili.52 I pazienti con PV JAK2 wild-type sono clinica-
mente indistinguibili dai pazienti con PV JAK2
(V617F).42,52

Alcuni autori propongono l’impiego della mutazio-
ne come primo esame di inquadramento di un pazien-
te con eritrocitosi.53,54 L’assenza della mutazione e la
presenza di livelli normali o elevati di eritropoietina
sierica rendono poco probabile una diagnosi di PV.54 

JAK2 (V617F) nella trombocitemia essenziale
La mutazione JAK2 (V617F) è descritta nel 23-57%

dei pazienti con TE,9,41-43,45 ed è in genere presente in
forma eterozigote.

F. Passamonti et al.
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Tabella 3. Studi clinici di JAK2 (V617F) in altre condizioni cliniche. 

Autori 2005 Sani ES MMPC atipica LMMC LMC LNC SI SMD LA MS

Jones 0/160 0/4 17/99 0/18 2/6 2/134 0/17 0/28
Steensma 0/50 3/119 1/6 0/11 5/101 2/8
James 0/15 0/35
Levine 0/270
Jelinek 3/16 7/52 0/99 1/68 0/48
Tefferi 0/11 0/19
Sulong 0/128
Johan 0/25 1/47
Baxter 0/90
Zhao 0/12
Lee 2/113
Totale 0/531 0/58 20/115 11/218 0/117 3/12 2/145 6/169 2/306 2/36

ES: eritrocitosi secondaria; LMMC: leucemia mielomonocitica cronica; LMC: leucemia mieloide cronica; LNC: leucemia neutrofilica cronica; SI: sindrome ipereosinofila;
SMD: sindrome mielodisplastica; LA: leucemia acuta; MS: mastocitosi sistemica.

Tabella 2. Studi clinici di JAK2 (V617F) nelle malattie mieloproliferative croniche.

Autori, 2005 N. pazienti Policitemia vera Trombocitemia essenziale Mielofibrosi idiopatica

Baxter* 140 71/73 (97%) 29/51 (57%) 8/16 (50%)
Kralovics 244 83/128 (65%) 21/93 (23%) 13/23 (57%)
James 45 40/45 (88%) n.d. n.d.
Levine 345 121/164 (74%) 37/115 (32%) 16/46 (35%)
Zhao 24 20/24 (83%) n.d n.d
Jones 166 58/81 (81%) 24/59 (41%) 15/35 (43%)
Jelinek 58 25/29 (86%) 3/10 (30%) 18/19 (95%)
Tefferi* 70 36/38 (95%) 12/22 (55%) 3/10 (30%)
Tefferi* 157 n.d. n.d. 80/157 (51%)
Antonioli* 130 n.d. 74/130 (57%) n.d.
Wolanskyj* 150 n.d. 73/150 (49%) n.d.
Passamonti* 90 23/25 (92%) 10/19 (53%) 17/30 (57%)

16/16 (100%) post PV

* Valutazione in PCR.



Nello studio di Wolanskij e coll.,48 i pazienti che
esprimono la mutazione (48,7%) hanno un’età più
avanzata, un valore più elevato di emoglobina e di leu-
cociti alla diagnosi ed un maggior rischio di evoluzio-
ne in policitemia rispetto ai pazienti non mutati.

Secondo uno studio inglese55 i pazienti non mutati
tendono ad avere una piastrinosi isolata, pur mante-
nendo alcune caratteristiche tipiche delle MMPC,
come le anomalie citogenetiche, le atipie megacario-
citarie, la presenza di colonie eritroidi spontanee e la
possibile evoluzione in leucemia acuta o mielofibrosi.
I pazienti mutati hanno invece valori di emoglobina,
leucociti e granulociti neutrofili più elevati, una mag-
gior cellularità midollare con iperplasia eritroide e gra-
nulopietica, una maggior tendenza a sviluppare trom-
bosi venose e ad evolvere in policitemia vera. Il riscon-
tro di anomalie citogenetiche in circa il 7% dei pazien-
ti affetti da TE senza la mutazione JAK2 (V617F) suf-
fraga l’ipotesi dell’esistenza di altre mutazioni respon-
sabili dell’insorgenza della malattia.56

In conclusione, la trombocitemia JAK2 (V617F)-posi-
tiva potrebbe essere un’entità distinta dalla tromboci-
temia JAK2 (V617F)-negativa ed avere maggior ten-
denza all’evoluzione in policitemia e maggior rischio
trombotico,57 imputabile all’attivazione di piastrine e
leucociti.58

JAK2 (V617F) nella mielofibrosi
La mutazione JAK2 (V617F) è stata riscontrata nel

35-95% dei pazienti con mielofibrosi.9,41-43,45 E’ stato
dimostrato che i pazienti con mielofibrosi idiopatica
che presentano la mutazione differiscono dai pazien-
ti senza la mutazione per un maggior numero di leu-
cociti e granulociti neutrofili, per una minor richiesta
trasfusionale, per una prognosi peggiore,59 per un’età
più avanzata alla diagnosi, per la presenza di prurito e
di trombosi pregresse.47

Il più alto valore di leucociti e granulociti neutrofili
suggerisce un’associazione tra la mutazione e l’espan-
sione della linea mieloide.59 Il minor fabbisogno trasfu-
sionale potrebbe essere associato all’effetto stimolan-
te della mutazione JAK2 (V617F) sulla linea eritroide.59

La maggior frequenza di prurito e di trombosi pregres-
se nei pazienti JAK2 (V617F) positivi suggerisce un’as-
sociazione tra la mutazione e un’impronta policitemi-
ca della malattia.47 Nella nostra casistica i pazienti con
mielofibrosi secondaria a PV sono tutti mutati per JAK2
(V617F) con la più alta percentuale di alleli mutati
(valore mediano 94.6%).17

JAK2 (V617F) nelle mielodisplasie
La mutazione JAK2 (V617F) è stata recentemente

riscontrata nell’1-5% delle mielodisplasie.43,60,61 Meno
del 10% delle mielodisplasie può evolvere in mielofi-
brosi e la maggior parte di esse ha prognosi sfavore-

vole.62 In seguito alIa identificazione della mutazione
JAK2 (V617F) in un terzo dei casi di MDS evoluti in
mielofibrosi, sono state formulate due ipotesi: l’insor-
genza della mutazione nel corso della malattia potreb-
be favorire l’evoluzione in mielofibrosi, oppure la
mutazione potrebbe essere presente fin dall’inizio ed
improntare la malattia in senso mieloproliferativo.63

JAK2 (V617F) nelle leucemie acute mieloidi (LAM)
e linfoidi (LAL)

Negli studi di Jones (17 pazienti) e Jelinek (28
pazienti: 20 con LAM M0-M5, 8 con LAM M6) nessu-
no dei pazienti affetti da leucemia acuta mieloide de
novo è risultato portatore della mutazione JAK2
(V617F).43,45 La mutazione è invece stata riscontrata in
circa la metà delle leucemie acute mieloidi seconda-
rie a MMPC (55%). La mutazione JAK2 (V617F) non
rappresenta comunque un evento critico per l’evolu-
zione in leucemia acuta delle MMPC.43 Contrariamen-
te, Lee e coll. hanno identificato una mutazione di
JAK2 in 3 su 113 pazienti con LAM senza precedente
storia di malattia ematologica. In 1 dei 3 casi è stata
evidenziata una nuova mutazione (K607N) a carico del
dominio pseudochinasico di JAK2.64 Nessuno dei
pazienti affetti da leucemia acuta linfoblastica finora
studiati ha mostrato mutazioni a carico del gene
JAK2.43,61,64,65

Raccomandazioni per l’impiego dei nuovi dati
biologici nella pratica clinica

La diagnosi di malattia mieloproliferativa cronica
(MMPC) si basa ancora sui criteri stabiliti dalla classi-
ficazione WHO. Un importante dato biologico aggiun-
tivo è attualmente lo studio della mutazione JAK2
(V617F). Tale studio dovrebbe essere effettuato in tut-
ti i pazienti utilizzando possibilmente un metodo
quantitativo. Tra gli altri test, da eseguire all’esordio
nei pazienti con diagnosi di MMPC, uno dei più impor-
tanti è la conta delle cellule CD34-positive circolanti.
Tale parametro dovrebbe essere poi monitorato
sequenzialmente nella PV e nella TE. Per valori di cel-
lule CD34-positive superiori a 15×109/L è indicata una
rivalutazione dell’istologia midollare, nel sospetto di
una evoluzione mielofibrotica.
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