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Definizione degli aspetti displastici nelle sindromi mielodisplastiche: proposta di un pannello morfologico
standar dizzato

Le sindromi mielodisplastiche rappresentano unrdise oncoematologico complesso caratterizzato ra u
clinica eterogenea associata ad aumentato risahevaluzione in leucemia acuta mieloide. In assediza
marcatori biologici specifici per tale patologia,diagnosi risulta ad oggi sostanzialmente di tijmofologico. Il
principale scopo del nostro lavoro consiste nelbelrazione di un pannello morfologico dotato digpeetri di
specificita, sensibilita e valore prognostico agsdcsia a ciascun tipo di alterazione displastis® alla
percentuale di displasia toto per ciascuna linea cellulare midollare. Il pamrmetiorfologico da noi elaborato
potrebbe essere inserito, accanto ai parametalatante in uso, in nuovi sistemi sltoreprognostici al fine di
migliorare la gestione clinico-terapeutica dei pati affetti da sindromi mielodisplastiche.

Definition of dysplastic featuresin myelodysplastic syndromes. proposal for a sandardized morphological pane

Myelodysplastic syndromes can be defined as a cangaicohaematological disease with a very heteemen
clinical presentation and variable risk of evolatim Acute Myeloid Leukemia. Since nowadays thexred
biological marker which can be considered speéifichis disease, the diagnosis can be reachedasiadly by
morphology. The first aim of our research is thérdgon of a morphologycal panel characterizeddayameters
of specificity, sensibility and prognostic value,dassociation with both every single dysplastieraltion and the
total percentage of dysplasia for each bone mao®liular line. Our morphological panel could belirnted in
new prognostic score systems, in association vhighdurrent prognostic parameters, to improve ticel-
therapeutical management of patients with myeloldgsic syndromes.
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Introduzione

Le sindromi mielodisplastiche (MDS) costituiscomogruppo di patologie clonali della cellula stamina
le ematopoietica caratterizzate da citopenia parifedisplasia midollare, ematopoiesi inefficacaue
mentato rischio di sviluppo di leucemia acuta nmigdo(AML) [1]. L'importanza epidemiologica delle
MDS riguarda principalmente I'elevata frequenzammia nell'anziano, determinante un notevole im-
patto sulla qualita di vita e sulla sopravviven2h Le basi patogenetiche delle MDS sembrano esksere
una parte un incrementato livello di apoptosi meicprsori midollari [3], dall'altra un meccanismo d
ematopoiesi inefficace, con I'apparente paradossdapenia periferica ed aumentata cellularita ahid
lare [4]. Lo sviluppo di mutazioni bloccanti il meamismo di morte cellulare programmata sarebbe poi
alla base di un vantaggio proliferativo in graddaliorire la trasformazione di MDS in AML [5]. La
clinica é caratterizzata da insorgenza subdolanguaavariabilita nell'espressione e nella gravigial
presentazione, segnata dai segni e sintomi delffiocenza midollare; il decorso € in genere lesto
progressivo. Le principali cause di morte non levica in pazienti affetti da MDS sono rappresentate
da: insufficienza cardiaca (51%), infezioni (31%inorragie (8%), insufficienza epatica (8%) [6]. La
diagnosi di MDS risulta prevalentemente basatasi@rio morfologico, ovvero sull'individuazione ide
caratteri di displasia e della percentuale di bidivello del sangue periferico e midollare. Riano
inoltre importanti I'esclusione di altre cause topenia e la ricerca di eventuali anomalie citageme.

Gli approcci terapeutici piu frequentemente utdizzscelti in base alle caratteristiche del paeiendel-

la malattia, comprendono terapia di supporto ershiszonale, terapia epigenetica con azacitidina; te
pia immunosoppressiva; piu raramente il trapiatittganico di midollo osseo [7].a classificazione
attualmente in uso per le MDS é la WH®drld Health Organization2008 (Tabella 1), la cui principa-
le innovazione rispetto alle precedenti classifimaizconsiste nel riconoscimento della differenza-p
gnostica tra forme con displasia midollare uni- @trlineare. La corretta identificazione e quantf
zione della displasia risulta pertanto critica pea corretta applicazione della WHO; tuttavia nsiste-

no ancora criteri morfologici standardizzati pevédutazione dei diversi aspetti di displasia.

Scopo del lavoro

Gli scopi del nostro lavoro sono i seguenti:
» elaborare un pannello morfologico riproducibileattarizzato da alterazioni dotate di sensibilita,
specificita e valore prognostico per valutaredidgr di displasia nelle tre linee cellulari midallar
e utilizzare il pannello per una piu corretta appticae della classificazione WHO al fine di
migliorare la gestione clinico-terapeutica dei pati affetti da MDS.

Materiali e metodi

Casigtica
In uno studio di tipo retrospettivo abbiamo rivaliat strisci di sangue midollare di 429 casi di
MDS giunti all’osservazione del Laboratorio di Gitorfologia della Clinica Medica lll, IRCCS

Policlinico San Matteo di Pavia. Secondo la clasa#ione FAB Erench American British[10],
in uso nel periodo della raccolta dei campioni @2®805), i pazienti della nostra casistica con
MDS potevano essere inquadrati come segue: 202 &R&ngia refrattaria), 79 RARS (anemia
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refrattaria con sideroblasti ad anello), 84 RAEBgmia refrattaria con eccesso di blasti), 14
RAEB-t (anemia refrattaria con eccesso di blastitiasformazione), 50 CMML (leucemia
mielomonocitica cronica). Come casi-controllo alnhda incluso nello studio 214 controlli
patologici (altre forme di citopenia) e 74 contrelbrmali dal punto di vista ematologico.

Revisione morfologica

Abbiamo utilizzato strisci di sangue midollare aald con il May-Grinwald-Giemsa e con la reazione
di Perls [11], quest'ultima per evidenziare I'eugale presenza di sideroblasti ad anello. Abbiamo
quindi ricercato la presenza di alterazioni disjthe nelle tre linee cellulari mieloidi e contdto
percentuale di cellule interessate da displasi@iascuna linea, esaminando 100 eritroblasti, 100
cellule della linea granulocitaria e 30 megacatiotia serie megacariocitaria & stata valutata agli
ingrandimenti 100x e 250x, mentre le serie eristta e granulocitaria sono state studiate ad
ingrandimento 1250x. Allo scopo di migliorare I'acatezza del nostro studio in termini di ripetaili

e riproducibilita, gli strisci sono stati valutai 3 citomorfologi indipendentemente. Al fine didere

la lettura dei preparati omogenea abbiamo utilzzata scheda morfologica basata sulla valutazione
dei seguenti aspetti: cellularitd midollare, mieglogma (contando 500 elementi nucleati abbiamo
valutato la percentuale di elementi della serigrade e mieloide, elementi linfoplasmocitoidi,
monociti, eosinofili, basofili e blasti), aspettualitativi e quantitativi della displasia nelle tieee
cellulari midollari, presenza di sideroblasti actlém In particolare, seguendo i criteri WHO, alnhia
considerato una percentuale significativa di dsplal0% per le linee eritroide e granulocitaE25%

per la linea megacariocitaria. Abbiamo quindi efabm un pannello morfologico caratterizzato da
parametri di sensibilita, specificita e valore progtico che abbiamo utilizzato per riclassificaradstra
casistica secondo i criteri WHO 2008. Per ciascarametro morfologico e per il grado di displasia il
significato prognostico é stato valutato sulla bdelegasso di sopravvivenza globale e della pregres

di malattia a AML o della progressione di forméwIDS a basso rischio a forme ad alto rischio.

Valutazione statistica

La probabilita cumulativa di sopravvivenza libeeardalattia ed il rischio cumulativo di progressione
di malattia sono stati calcolati mediante le cutv&aplan-Meier. Tramite il test di Gehan e stab@ p
completata l'analisi prognostica dei diversi sottggpi di MDS. Abbiamo quindi calcolato la
specificitd, sensibilita e valore prognostico devedsi parametri definiti dal nostro pannello
morfologico. Il valore prognostico di tre parameterticolarmente significativi nelle MDS quali la
percentuale di blasti midollari, I'evidenza di degia multilineare e di pancitopenia, é stato \atut
secondo un’analisi univariata e multivariata utiimdo il metodo regressivo secondo Cox. Tuttiti tes
statistici erano a due code ed un valore di p<@ebiva considerato statisticamente significativo.

Risultati

Valutazione degli aspetti displastici

Per ognuna delle tre linee midollari abbiamo camfrto la frequenza delle singole alterazioni
displastiche e della displasiatoto tra il gruppo di pazienti affetti da MDS, i coritrgatologici ed i
controlli sani. Per quanto riguarda la linea enitep le anomalie morfologiche piu frequentemente
riscontrate nelle MDS sono state la megaloblastasipicnosi nucleare, la presenza di inclusioni
citoplasmatiche e l'irregolarita dei contorni nuie(Figura 1). Considerando I'aspetto quantitativea
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percentuale significativa di displasiatoto, >10%, e stata riscontrata in quasi tutti i casi @3/ piu
raramente nei controlli patologici e quasi mai mentrolli sani (Figura 2). Quanto alla serie
granulocitaria, le alterazioni displastiche pitgfienti erano l'irregolarita della segmentazioneleare
(Figura 3), talvolta pelgeroide, 'ipo-agranulazocitoplasmatica e I'anisocitosi. Anche in quesiscc
una percentuae10% di elementi displastici era presente in buaréepdei casi di MDS, quasi mai nei
controlli patologici e sani (Figura 4). Per quanguarda infine la serie megacariocitaria, le an@ru
frequenti erano rappresentate da micromegacarig@ecécursori di normali dimensioni ma binucleati,
elementi con piccoli nuclei separati (Figura 5)alpercentuale significativa di displasi®5%, € stata
riscontrata in circa il 40% dei casi di MDS, quasii nei controlli patologici e sani (Figura 6).

Elaborazione di un pannello morfologico

Abbiamo quindi costruito un pannello morfologicongwendente le alterazioni displastiche sulla base
della loro sensibilita e specificita (Tabella 2}ilizzando il pannello morfologico abbiamo ricldgsto

la nostra casistica secondo i criteri WHO 2008lusscquindi le forme di RAEB-t, riclassificate come
AML de novg e le CMML, riclassificate come sindromi mielodasgtiche/mieloproliferative, la nostra
casistica risultava costituita da 292 casi di ME&tro i 429 casi classificati secondo la FAB.

Valore prognostico degli aspetti displastici

| pazienti sono stati seguiti con tollow-updi 1-246 mesi. Il valore prognostico negativo aggocalla
displasia midollare multilineare é stato conferndstio studio della sopravvivenza globale e deddati
soprawvvivenza libera da malattia tramite curve a@plén-Meier (Figura 7). Inoltre, allanalisi univeia,

la percentuale di blasti midollari, la displasialtineare e la citopenia trilineare dimostravaraiore
prognostico significativo. L’analisi multivariataadmprendente eta, sesso, alterazioni displastidhe e
altre variabili) non confermava invece il valoreogmostico della pancitopenia come significativo. In
altri termini, un paziente affetto da MDS con desgph multilineare e una sola citopenia periferiaa h
prognosi significativamente peggiore di un pazigrdacitopenico con displasia unilineare (Figura 8).
L'analisi multivariata dimostrava inoltre un sigo#to prognostico sfavorevole della displasia
granulocitaria e/o megacariocitaria; la diseritig@dnon influiva invece sulla prognosi.

Discussione

Le MDS rappresentano un problema complesso. Leifizioni attualmente in uso sono dotate di
valenza prognostica; in particolare la WHO 2008lerizia il peso prognostico sfavorevole associato
alle forme con displasia midollare multilineareftslineando l'importanza della valutazione delle
caratteristiche morfologiche oltre che della petgale di blasti midollare e della presenza di arl@ma
citogenetiche. L'importanza clinica di questa dfésazione €& stata dimostrata da studi di tipo
retrospettivo [6] e prospettico [12], in termini idéposta ad alcuni approcci terapeutici [13] dasul
base della diversa frequenza dello sviluppo dialitan[14] e delle alterazioni citogenetiche [1]i n
diversi sottogruppi di MDS individuati. La WHO 20@&nisce anche criteri diagnostici minimi per la
definizione di displasia midollare. Data I'importan diagnostica del dato morfologico, risulta
necessaria una piu chiara definizione delle pradcipologie di displasia midollare, dal momentwec
non esistono ancora criteri morfologici internazlbnente accettati per la valutazione dei diversi
aspetti di displasia. Il pannello morfologico dai moposto ha lo scopo di rendere l'analisi
microscopica piu oggettiva e riproducibile e quiddiendere piu agevole la diagnosi differenziade t
MDS primitive e citopenie di altra natura, oltreedla distinzione delle diverse forme di MDS in base
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al diverso peso prognostico. | nostri dati confemmal valore prognostico della classificazione
WHO, in particolare la forte correlazione tra dagh multilineare, netta riduzione dei tassi di
sopravvivenza globale e libera da malattia e auméealia probabilita di evoluzione in AML. Infatti
le forme caratterizzate da displasia multilineairdipendentemente dal numero di citopenie
periferiche, presentano una prognosi piu severaoirtlusione, I'utilizzo del pannello morfologico
da noi elaborato potrebbe servire per una piu ttarr@pplicazione della classificazione WHO e
I'inclusione del grado di displasia in eventualonusistemi discoreprognostico per MDS potrebbe

servire per migliorare la gestione clinico-terapeautiel paziente con MDS.

Tabelle e figure

Tabella 1. Classificazione WHO 2008 [8].

0, 1 0, 1
WHO 2001 WHO 2008 voblasti % blasti
midollari | periferici
» Citopenia refrattaria con displasia unilineare (di- <5 <1
splasia >10% in una sola linea cellulare)
. . » Citopenia refrattaria con displasia multilineare <5 <1
RA fratt . ) . . .
(anemia refrattaria) (displasia >10% in almeno 2 linee cellulari)
« MDS con isolata del(5q) (displasia eritroide e <5 <1
megacariocitaria)
RARS/RCMD-RS . o . .
o . .| » RARS (displasia eritroide)/RCMD (displasia in 2-
(anemia/citopenia refrattaria : . . <5 <1
. : 3 linee) con <15% di sideroblasti ad anello
con sideroblasti ad anello)
. MDS-U (RCUD/RCMD) :g :1
MDS-U(MDS non determinata)e MDS con pancitopenia e displasia unilineare <5 <1
» MDS con citogenetica correlata ma displasia <10%
RAEB-1(anemia refrattaria
con eccesso di blasti in  Displasia uni- o multi-lineare >5, <9 >2, <4
trasformazione-1)
RAEB-2(anemia refrattaria | « Displasia uni- o multi-lineare, comprese come >5, <19,
con eccesso di blasti in entita particolari MDS ipocellulari e MDS con>10, <19| corpi di
trasformazione-2) fibrosi midollare Auer
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Tabella 2. Pannello morfologico: di ciascuna lineaellulare sono indicati sensibilita (SE), specifita
(SP) e valore prognostico negativo (PUV).

LINEA ERITROIDE SE SP PUV

diseritropoiesi >10% 71 91 0.17

Megaloblastosi 79 73 0.92
Picnosi nucleare 69 59 0.45
Gemmazione nucleare 79 55 0.48
Contorni nucleari irregolari 77 47 0.02
Multinuclearita 79 51 0.02
Ponti internucleari 58 40 0.74
Vacuolizzazione citoplasmatica 87 47 0.58
Inclusioni citoplasmatiche 77 62 0.34
Ponti intercitoplasmatici 56 43 0.79
Emoglobinizzazione incompleta 70 51 0.65
Citoplasma sfrangiato 66 48 0.11
Asincronismo nucleo/citoplasmatico 84 42 0.92
Sideroblasti ad anello 98 54 0.62
LINEA GRANULOCITARIA SE SP PUV

disgranulopoiesi>10% 20 55 0.0004
Blocco maturativo 94 42 0.75
Asincronismo nucleo/citoplasmatico 89 46 0.95
Nuclei tipo Pseudo-Pelger 82 50 0.52
Forma nucleare bizzarra 67 59 0.91
Ipo-degranulazione citoplasmatica 84 55 0.18
Anomalie tintoriali 100 41 0.18
Anisocitosi 83 50 0.42
Prevalenza di forme immature 80 45 0.01
LINEA MEGACARIOCITARIA SE SP PUV

dismegacariopoiesk>25% 98 58 0.000
Forme larghe mononucleate 71 58 0.8

Nuclei dispersi 88 54 0.67
Ipolobularita nucleare 56 45 0.99
Piccoli elementi binucleati 86 59 0.01
Micromegacariociti 91 53 0.01
Elementi degranulati 88 51 0.14
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Figura 1. Anomalie morfologiche piu frequenti nellaserie eritroide: megaloblastosi, picnosi nucleare,
granulazioni citoplasmatiche, irregolarita dei conbrni nucleari (da sinistra a destra).
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Figura 2. Caratteri morfologici di diseritropoiesi: frequenza delle alterazioni displastiche.
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Figura 3. Forma nucleare bizzarra nella serie granlocitaria.
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Figura 4. Caratteri morfologici di disgranulopoiesi frequenza delle alterazioni displastiche.
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Figura 5. Anomalie morfologiche piu frequenti nella serie megacariocitaria: micromegacariociti,
precursori binucleati, precursori con piccoli nuclé separati.
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Figura 6. Caratteri morfologici di dismegacariopoiesi: frequenza degli aspetti displastici.
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Figura 7. Curve di Kaplan-Meier per la sopravvivena globale.
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Figura 8. Effetto prognostico della displasia middare e della citopenia periferica.
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