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INTRODUZIONE

La trombosi €& la principale causa di morte e malattia nei pazienti affetti da malattie

mieloproliferative croniche cromosoma Philadelphia negative quail trombocitemia essenziale,

policitemia vera e mielofibrosi idiopatica.! Le trombosi venose in sedi atipiche sono frequenti e

caratteristiche di queste patologie. La trombosi splancnica, per esempio, insorge nel 5-10% dei

3> ed & la prima manifestazione di una malattia

pazienti con malattia mieloproliferativa,?
mieloproliferativa sottostante non ancora diagnosticata nel 25-66% dei pazienti.*

Nel 2005 & stata descritta la mutazione somatica nel gene Janus Kinase 2 (JAK2); la
sostituzione dell’'aminoacido valina con I|'aminoacido fenilalanina al codone 617 (V617T)
comporta un‘aumentata attivita della proteina tirosin-chinasica JAK2 ed é& caratteristica del
clone patologico nelle malattie mieloproliferative.” La mutazione JAK2 (V617T), infatti, si
riscontra nel 50-60% dei pazienti con trombocitemia essenziale e mielofibrosi idiopatica, e nel
95% di quelli con policitemia vera.!® Dal 2008 la ricerca della mutazione JAK2 (V617T) & stata
inserita come criterio diagnostico per le malattie mieloproliferative nelle linee guida della World

Health Organization (WHO) ed & comunemente ricercata in pazienti con trombosi

splancniche.®”’

La trombosi venosa cerebrale & una patologia rara che insorge in circa 1'1% dei pazienti con

malattia mieloproliferativa®. Non & ancora noto se, come la trombosi splancnica, possa essere

prodromica di una malattia mieloproliferativa sottostante e ancora misconosciuta.



Fino ad oggi solo pochi e piccoli studi hanno valutatola presenza della mutazione JAK2 (V617T)

nei pazienti con trombosi venosa cerebrale, e la sua prevalenza in questa patologia varia dallo

3

0% al 6.2% a seconda delle casistiche.®** Nello studio di maggior dimensioni, che arruolava

87 pazienti con trombosi venosa cerebrale, la mutazione JAK2 (V617T) é stata trovata solo in

un paziente (1,1%).%°



SCOPO DELLO STUDIO

Abbiamo ipotizzato che anche la trombosi venosa cerebrale, cosi come quella splancnica,

potesse essere un “campanello di allarme” di una malattia mieloproliferativa misconosciuta e

sottostante. Per questo motivo abbiamo condotto uno studio prospettico su una vasta coorte di

pazienti con un primo episodio di trombosi venosa cerebrale ricercando la mutazione JAK2

(V617T) al momento dell’episodio trombotico. Inoltre, dato che i nostri pazienti vengono

seguiti regolarmente, abbiamo valutato la probabilita di sviluppare una malattia

mieloproliferativa nel tempo.



PAZIENTI E METODI

Pazienti

La coorte iniziale era formata da pazienti consecutivi con un primo episodio di trombosi venosa

cerebrale, giunti al nostro Centro Trombosi da gennaio 1991 ad ottobre 2010 per eseguire uno

screening di trombofilia. Da questi sono stati esclusi i pazienti che presentavano concomitanti

neoplasie cerebrali o altre neoplasie e quelli giunti al nostro Centro dopo piu di dodici mesi

dall’evento trombotico. Di ogni paziente, al momento del prelievo, & stata raccolta

un‘anamnesi accurata con particolare attenzione alla sede della trombosi, i sintomi, gli

eventuali fattori di rischio (infezioni, patologie autoimmuni, trauma, intervento chirurgico

recente, assunzione di estroprogestinico, gravidanza, puerperio) e studiata la trombofilia, che

era il motivo per cui giungevano. In assenza dei fattori di rischio di cui sopra la trombosi &

stata considerata idiopatica. Solo i pazienti con diagnosi documentata (angioTC, risonanza

magnetica, angio RM o angiografia) sono stati inclusi nello studio.

La diagnosi di malattia mieloproliferativa € stata posta seguendo le linee guida in uso corrente

che perd sono cambiate negli ultimi anni. Per lo scopo di questo studio, per valutare se la

malattia mieloproliferativa era concomitante alla trombosi venosa cerebrale, abbiamo

utilizzando retrospettivamente i nuovi criteri diagnostici approvati nel 2008 dalla World Health

Organization (WHO)® anche nei pazienti che avevano avuto I’episodio prima del 2008, quando

cioé erano in vigore i precedenti criteri diagnostici. I pazienti sono stati seguiti con follow-up

annuale o recandosi personalmente al Centro, o telefonicamente se impossibilitati a venire.
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Tutti i pazienti hanno eseguito un emocromo completo annualmente; coloro che non sono stati

in grado di venire al Centro hanno comunque eseguito gli emocromi annuali in altra sede e poi

inviati al Centro via fax.

Abbiamo considerato inizio del follow-up per lo sviluppo della malattia mieloproliferativa dopo

un primo episodio di trombosi venosa cerebrale la data di esordio della trombosi venosa

cerebrale; la fine del follow-up €& invece o la data della diagnosi della malattia

mieloproliferativa, o la data di morte per qualsiasi patologia, oppure il 20 marzo 2011 (per

scelta nostra). Tutti i pazienti hanno un follow-up di almeno sei mesi.

Il Comitato Etico della Fondazione ha approvato lo studio, che & stato condotto e redatto

secondo le linee guida STROBE degli studi osservazionali.'* Tutti i pazienti hanno firmato il

consenso informato a partecipare allo studio.

Esami di laboratorio

Alla prima visita tutti i pazienti hanno eseguito un emocromo completo e lo screening di

trombofilia, che comprende: la ricerca su DNA del fattore V Leiden e della mutazione G20210A

della protrombina;*>*®

il dosaggio funzionale e/o antigenico di antitrombina, proteina C e
proteina S;' la ricerca degli anticorpi antifosfolipidi (lupus anticoagulante, anticorpi

anticardiolipina e anti-p2 glicoproteina I);® il dosaggio dell’ omocisteina dopo digiuno notturno

e dopo carico orale con metionina'®



Il DNA dei pazienti che hanno acconsentito € stato congelato e conservato e, su questo

campione, & stata poi per questo studio ricercata la mutazione JAK2 (V617F).

I test genetici sono stati effettuati su DNA estratto con metodica home-made?® da leucociti da

sangue periferico. La mutazione JAK2 (V617F) & stata ricercata utilizzando la metodica ARMS

(amplificatory refractory mutation system) ad alta sensibilita (0.05% per allele mutato). Il tipo

di oligonucleotidi e le condizioni per l'esecuzione del test sono disponibili su richiesta. I

campioni che presentavano una banda in corrispondenza dell‘allele JAK2 (V617F) mutato sono

stati poi testati con la metodica PCR quantitativa (real-time polymerase chain reaction-based

allelic discrimination assay) e considerati positivi se |'allele mutato era presente in piu del 1%

di tutti gli alleli, secondo le ultime linee guida.?!

L'emocromo € stato considerato normale o alterato secondo i criteri WHO per la diagnosi delle

malattie mieloproliferative.®

Analisi Statistica

Le variabili continue sono state espresse come mediana, minimo e massimo; le variabili

categoriche in numeri e percentuali. Per le variabili categoriche il confronto tra gruppi nella

tabella 2 x 2 & stato fatto utilizzando il test di Fisher. L’incidenza annuale di malattia

mieloproliferativa & stata calcolata separatamente per i pazienti JAK2 (V617F) positivi e JAK2

(V617F) negativi, dividendo il numero di eventi per numero complessivo di anni/paziente. Al

fine di evitare bias di selezione, abbiamo escluso quei pazienti che avevano gia sviluppato



prima della trombosi cerebrale una malattia mieloproliferativa. L'incidenza e il 95% intervallo

di confidenza (95%CI) sono stati calcolati secondo la distribuzione di Poisson.

La curva cumulativa di sopravvivenza libera da malattia mieloproliferativa nei pazienti portatori

e nei pazienti non-portatori della mutazione JAK2 (V617F) & stata calcolata utilizzando il

metodo di Kaplan-Meier e il confronto tra i due gruppi & stato fatto usando il log-rank test. Una

P < 0.05 é stata scelta come cut-off di significativita statistica.

Tutta l'analisi statistica € stata fatta usando il software statistico SPSS (release 17.0, Chicago,

Illinois, USA).



RISULTATI

Duecentotrentotto pazienti con un primo episodio di trombosi venosa cerebrale sono giunti al

nostro Centro per eseguire uno screening di trombofilia nel periodo indicato; trentasette sono

stati esclusi per diversi motivi: il tempo tra la trombosi venosa cerebrale e il prelievo era

maggiore di un anno; presentavano una concomitante neoplasia cerebrale o altro tumore; la

trombosi cerebrale non era obiettivamente documentata; non avevano firmato il consenso alla

conservazione del DNA (vedi Figura 1), per cui 191 erano elegibili per lo studio. Di questi pero

altri 39 sono stati esclusi in quando il DNA per la ricerca della mutazione JAK2 (V617F) non era

piu disponibile, per cui i pazienti testati per la mutazione JAK2 (V617F) sul campione di DNA al

momento della trombosi erano 152.

La Tabella 1 mostra le caratteristiche generali della popolazione dello studio. Quasi tre-quarti

dei pazienti erano donne. La trombosi venosa cerebrale coinvolgeva piu di un seno in 75

pazienti (49.3%), era idiopatica in 41 (27%) e associata a due o piu fattori di rischio in 14

(9.2%). Il piu frequente fattore di rischio per la trombosi venosa cerebrale era |'utilizzo di

estroprogestinici (74.5% delle donne) e la presenza di trombofilia (55.9%), in particolare la

presenza in forma eterozigote della mutazione G20210A a carico del gene che codifica per la

protrombina e una iperomocisteinemia (Tabella 1). Piu di un’anomalia trombofilica & stata

riscontrata in 15 pazienti (9.9%). Durante il follow-up 94 pazienti (62%) sono venuti

personalmente al Centro, mentre i rimanenti 58 (38%) sono stati contattati telefonicamente.
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Sette pazienti (4.6%) sono stati perduti al follow-up e due sono morti per altre patologie

(diverse da malattia mieloproliferativa).

La mutazione JAK2 (V617F) al momento della trombosi & stata riscontrata in 10 pazienti su

152 (6.6%); di questi dieci, cinque avevano gia un emocromo alterato secondo le attuali linee

guida WHO per la diagnosi delle malattie mieloproliferative. In questi 5 pazienti la biopsia

midollare ha confermato la diagnosi di trombocitemia essenziale in 3 pazienti, policitemia vera

e malattia mieloproliferativa “non meglio classificabile” nei restanti 2 (Tabella 2). In un altro

paziente, che presentava splenomegalia e un emocromo nella norma, la biopsia ossea era

diagnostica per mielofibrosi idiopatica.

Tutti i pazienti, ad eccezione di questi sei che avevano sviluppato una malattia

mieloproliferativa in concomitanza con la trombosi venosa cerebrale, sono stati seguiti nel

tempo per una mediana 7.8 anni (da 6 mesi a 21.3 anni), per un totale di 1173.5 pazienti-

anni. Tre pazienti che avevano un emocromo normale al momento della trombosi venosa

cerebrale hanno sviluppato una trombocitemia essenziale durante il follow-up, (il tempo dalla

trombosi era compreso tra 2 e 3.5 anni), con una incidenza annuale pari a 0.26% pazienti-

anno (95% CI 0.05-0.64). Solo un paziente JAK2 (V617F) positivo al momento della trombosi

ha mantenuto fino ad oggi (3 anni di follow-up) un emocromo e dei livelli plasmatici di

eritropoietina normali; la biopsia ossea € risultata borderline per malattia mieloprolifertiva.

I 142 pazienti (93.4%) restanti avevano tutti un emocromo normale e la mutazione JAK2

V617T era assente al momento della trombosi venosa cerebrale. Sono stati tutti invitati a

11



tornare al Centro tra febbraio e marzo 2011 per ripetere un emocromo e per ritestare la

mutazione JAK2 (V617T). Diciotto di questi (12.7%) non sono venuti per l'eccessiva

lontananza dal Centro. Nei 124 pazienti (87.3%) che sono invece venuti, la mutazione JAK2

(V617T) & rimasta assente. Un paziente ha sviluppato un’eritrocitosi non altrimenti giustificata

durante il follow-up (2 anni dopo la trombosi venosa cerebrale) e ha iniziato a sottoporsi a

salassi per mantenere un ematocrito inferiore a 45%. L’eritropoietina plasmatica e la massa

eritrocitaria erano normali ma il volume plasmatico ridotto. Anche la biopsia midollare non era

diagnostica per malattia mieloproliferativa. In questo paziente alla comparsa dell’eritrocitosi,

abbiamo ricercato la mutazione JAK2 esone 12,%? anch’essa associata alla policitemia vera

anche se meno comune della mutazione JAK2 (V617T), che pero € risultata negativa.

Nel complesso, la malattia mieloproliferativa & stata diagnosticata in 9 su 10 pazienti JAK2

positivi (90%) e in nessuno dei 142 pazienti JAK2 (V617F) negativi (Fischer’'s exact test,

p<0.0001). La Figura 2 mostra le curve di sopravvivenza libera da malattia dopo un primo

episodio di trombosi venosa cerebrale nei pazienti con e senza la mutazione JAK2 (V617F)

[log-rank test x*: 159 (p<0.0001)].
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DISCUSSIONE

Questo studio mostra che la trombosi venosa cerebrale pud essere la prima manifestazione

clinica di una malattia mieloproliferativa cronica, quale trombocitemia essenziale, policitemia

vera o mielofibrosi idiopatica. Nella nostra coorte di pazienti con trombosi venosa cerebrale

una malattia mieloproliferativa (principalmente la trombocitemia essenziale) & stata

diagnosticata in 6.6% pazienti, di cui circa la meta al tempo della trombosi e l'altra durante il

follow-up. La mutazione JAK2 (V617F) era gia presente al tempo della trombosi venosa

cerebrale in tutti i pazienti che hanno sviluppato la malattia mieloproliferativa, inclusi quelli che

avevano un emocromo normale e nessun altro sintomo di malattia.

Se la trombosi venosa cerebrale sia 0 no associata, come la trombosi splancnica, alla malattia

mieloproliferativa & ancora dibattuto. In letteratura sono disponibili solo pochi studi mirati e

I'utilita di testare la mutazione JAK2 (V617F) nei pazienti & controversa. Nello studio che ha

arruolato piu pazienti (87 pazienti con trombosi venosa profonda) solo un paziente, che

presentava anche piastrinosi concomitante, presentava la mutazione JAK2 (V617T).'° In altri

tre studi di dimensioni minori®!?*3 la mutazione non & stata riscontrata in nessun paziente con

trombosi cerebrale; infine nell’ultimo® la mutazione JAK2 aveva una prevalenza del 6% nella

casisitica in oggetto, e gli autori concludevano che nei pazienti con trombosi venosa cerebrale

la mutazione andava ricercata; nessuno di questi aveva ancora sviluppato la malattia

mieloproliferativa verosimilmente perché ancora in forma latente.
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Il nostro studio ha confermato l'ipotesi iniziale, e uno dei punti di forza & proprio la lunga

durata del follow-up dopo un primo episodio di trombosi venosa cerebrale. Cid che emerge dal

nostro studio & che i pazienti con trombosi venosa cerebrale possono avere in concomitanza

all’'evento trombotico una malattia mieloproliferativa oppure sviluppare la malattia negli anni

successivi all’evento se sono portatori della mutazione JAK2 (V617T), mentre i pazienti che

non hanno la mutazione al tempo della trombosi non la acquiscono durante il follow-up e non

hanno un rischio maggiore di sviluppare la malattia mieloproliferativa rispetto alla popolazione

generale. Dato che circa la meta dei pazienti JAK2 (V617F) positivi avevano un emocromo

normale al tempo della trombosi, la ricerca di questa mutazione & raccomandabile proprio per

diagnosticare da subito la patologia latente.

La patogenesi della trombosi nei pazienti con malattia mieloproliferativa € dovuta a complessi

meccanismi di interazione tra leucociti, piastrine e cellule endoteliali.?®> Avere un emocromo

normale in presenza della mutazione JAK2 (V617T) supporta l'ipotesi che I'aumentato rischio

trombotico associato alla malattia mieloproliferativa sia dovuto piu alla attivazione dei leucociti

che all'aumentata massa eritrocitaria e piastrinica circolante.

Questo studio presenta alcuni limiti. Tutti i pazienti sono stati regolarmente seguiti con

controlli annuali ma la mutazione & stata cercata retrospettivamente sui campioni di DNA

estratto da leucociti e stoccato al momento della trombosi venosa cerebrale. Nei pazienti che

durante il follow-up hanno presentato alterazioni dell’emocromo, quali trombocitosi o

eritrocitosi, la mutazione JAK2 (V617) & stata ricercata e la malattia mieloproliferativa & stata
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diagnosticata. In questi pazienti JAK2 (V617F) positivi la mutazione & stata poi ricercata anche

sul campione “storico” stoccato al momento della trombosi venosa cerebrale, quando

I'emocromo ancora era normale, e proprio su questo campione la mutazione era gia presente.

Un altro limite & che la mutazione JAK2 (V617F) & stata ricercata su DNA estratto da leucociti

in toto anziché granulociti, il che rende la metodica meno sensibile. Questo potrebbe avere

portato a sottostimare la prevalenza della mutazione JAK2 (V617F) nella nostra coorte di

pazienti, oltre al fatto che non sia stato possibile valutare se questa era presente in forma

eterozigote o omozigote. Inoltre abbiamo ricercato solo la mutazione JAK2 (V617T) e la

possibilita che alcuni pazienti possano avere altre mutazioni associate a malattia

mieloproliferativa, quali JAK2 esone 12 o MPL, 22 sebbene molto pill rare, non pud essere

esclusa. Questo potrebbe essere un’altra ragione di sottostima dell’associazione tra la trombosi

venosa cerebrale e le malattie mieloproliferative. Infine purtroppo il DNA dei circa il 20% dei

pazienti elegibili per lo studio non era piu disponibile. Supponendo nella peggiore delle ipotesi

che in tutti questi pazienti la mutazione fosse assente, la frequenza della mautazione JAK2

(V617T) nei pazienti con trombosi venosa cerebrale scenderebbe dal 6.6 al 5.2%, restando

comunque elevata.

Quali sono le implicazioni cliniche di una diagnosi “precoce” di malattia mieloproliferativa nei

pazienti con trombosi venosa cerebrale? Questi pazienti sono ad alto rischio di sviluppare

un’altra trombosi, non solo perché hanno la malattia mieloproliferativa, anche se latente, ma

soprattutto perché hanno gid avuto un primo evento trombotico cerebrale.?* Solitamente i
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pazienti con trombosi venosa cerebrale vengono trattati con terapia anticoagulante orale per

un periodo di tempo limitato, in base alla presenza o meno di concomitanti fattori di rischio per

trombosi rimovibili e rimossi, oltre che alla presenza di anomalie trombofiliche.?*?® Forse i

pazienti con trombosi venosa cerebrale portatori della mutazione JAK2 (V617T) non

dovrebbero sospendere la terapia anticoagulante anche se |I'evento & incorso in concomitanza

di un fattore di rischio transitorio e rimosso. La scelta di iniziare una terapia citoriduttiva,

I'interferon-o oppure gli inibitori del JAK2 dovrebbe essere valutata caso per caso.”?’

In conclusione, una malattia mieloproliferativa cronica andrebbe sospettata ed esclusa nei

pazienti con trombosi venosa cerebrale, indipendentemente dalla presenza di fattori di rischio

noti, trombofilia compresa. La mutazione JAK2 (V617F) dovrebbe essere ricercata in tutti i

pazienti con trombosi venosa cerebrale indipendentemente dall’'emocromo perché la probabilita

di avere una malattia mieloproliferativa concomitante all’evento trombotico oppure latente, e

che quindi si manifestera nel follow-up, & elevata in chi & portatore della mutazione.
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FIGURE E TABELLE
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Figura 1. Study flow-diagram.
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Tabella 1. Caratteristiche generali della popolazione dello studio.

Maschio/Femmina 40/112
Eta alla prima trombosi venosa cerebrale, mediana (min-max) 35 (16-79)
Eta alla prima visita, mediana (min-max) 36 (16-80)
Body mass index, mediana (min-max) 23.6 (14.5-41.5)
Sede della trombosi, n (%)
- seno sagittale superiore 25 (16.4)
- seno laterale 38 (25)
- seno retto 4 (2.6)
- Seno cavernoso 2 (1.3)
- vene corticali 4 (2.6)
- vena giugulare 3(1.9)
- seno sagittale inferiore 1 (0.6)
- sede multipla 75 (49.3)
Fattori di rischio per trombosi venosa cerebrale, n (%)t
- infezione 13 (8.5)
- patologia autoimmune o inflammatoria 6 (3.9)
- trauma 4 (2.6)
- chirurgia 11 (7.2)
- utilizzo di estroprogestinici* 76 (74.5)
- gravidanza/puerperio* 11 (10.8)
Thromboflia, n (%)t 85 (55.9)
- fattore V Leiden 17 (11.2)
- protrrombina G20210A 33 (27.7)
- deficit di antitrombina, proteina C o proteina S 7 (4.6)
- anticorpi antifosfolipidi 11(7.2)
- iperomocisteinemia 34 (22.4)

Segni e sintomi, n (%)

- ipertensione intracranica 131 (86.2)
- cefalea 129 (84.9)
- nausea/vomito 41 (27)
- papilledema 11 (7.2)
- diplopia 7 (4.6)
- fotofobia 4 (2.6)
- difetto del VI nervo cranico 3 (2.0)

- difetti neurologici focali 79 (52.0)
- parestesie 24 (15.8)
- calo del visus 24 (15.8)
- afasia/disartria 13 (8.6)
- paralisi 28 (18.4)
- vertigine 14 (9.2)

- convulsioni 31 (20.4)
- alterazioni dello stato di coscienza 35 (23.0)
- disordine della memoria 24 (15.8)

- coma 11 (7.2)

* percentuale calcolata su 102 donne in eta fertile; i contraccettivi orali e la gravidanza sono
mutualmente esclusivi
T alcuni pazienti hanno piu di un fattore di rischio o piu di una anomalia della coagulazione
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Tabella 2. Fattori di rischio per trombosi venosa cerebrale, tipo di malattia mieloproliferativa e

carica allelica di JAK2 (V617F) nei pazienti con la mutazione JAK2 (V617T) al momento della

trombosi.

ID# | Sesso | Data Eta alla | Fattori di rischio | Tempo trascorso | Tipo di malattia | JAK2
della trombosi | per la trombosi | tra la trombosi | mieloproliferativa | (V617F)
trombosi | venosa venosa cerebrale | venosa cerebrale carica
venosa cerebrale e la diagnosi di allelica
cerebrale malattia al tempo

mieloproliferativa della
trombosi
venosa
cerebrale

1 F Nov 1997 38 estroprogestinici 3.5 anni Trombocitemia NA

essenziale

2 M Ago 1998 31 nessuno 3 anni Trombocitemia 10.7%

essenziale

3 M Gen 1999 76 carenza di proteina concomitante Non classificabile 33.1%

S
4 F Feb 2000 22 protrombina concomitante Trombocitemia 25.8%
G20210A essenziale

5 M Mag 2000 28 iperomocisteinemia concomitante Trombocitemia 27%

essenziale

6 F Feb 2003 56 nessuno concomitante Trombocitemia 31.2%

essenziale

7 M Giu 2004 72 Otite e rettocolite concomitante Policitemia vera NA

ulcerativa

8 F Gen 2007 49 nessuno concomitante Mielofibrosi 11.4%

idiopatica

9 M Nov 2008 69 protrombina 3 anni ND 2.3%

G20210A
10 F Ott 2009 25 estroprogestinici e 2 anni Trombocitemia 5.9%
protrombina essenziale
G20210A
NA = non applicabile; ND = non diagnostico
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Figura 2. Curve di sopravvivenza libera da malattia mieloproliferativa in pazienti con trombosi

venosa cerebrale con e senza mutazione JAK2 (V617F).
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