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Editoriale
Giorgio Lambertenghi Deliliers
Fondazione Matarelli - Milano

Ematologia Oncologica.it dedica questo numero alle più re-
centi tecnologie che hanno permesso di ottenere il sequen-
ziamento genomico di una singola popolazione tumorale,
fornendo così informazioni utili per classificare i pazienti in
categorie ben definite e sviluppare nuove terapie personaliz-
zate. In pratica oggi si ha la possibilità di definire il processo
evolutivo di una neoplasia che, con il progressivo accumularsi
di mutazioni, conduce ad una eterogeneità genetica clonale.
Nelle neoplasie croniche mieloproliferative, le tre mutazioni
che hanno un ruolo primario in termini diagnostici sono re-
sponsabili dell’iperproliferazione midollare. In questo am-
bito, le tecniche di sequenziamento genico hanno permesso
di identificare sia il profilo che l’ordine temporale di acqui-
sizione degli eventi genetici, alcuni precedenti alla mutazione
V617F di JAK2, altri invece successivi. In particolare i pa-
zienti con mielofibrosi primaria sono caratterizzati da un nu-
mero elevato di mutazioni somatiche, rilevanti in termini di
trasformazione leucemica e ridotta sopravvivenza. Analoga-
mente si è scoperto che anche nella leucemia linfatica cronica
esiste un notevole grado di eterogeneità genetica ed epigene-
tica che può aiutare a comprendere meglio la storia naturale
della malattia e il variabile comportamento clinico. Nume-
rose infatti sono le mutazioni geniche ricorrenti, variabili in
rapporto allo stato mutato o non mutato dei geni IGHV e ai
diversi subset cellulari relativamente alla stereotipia del B-cell
receptor. Lo studio della composizione clonale ha una rile-
vanza prognostica anche nella linfocitosi B monoclonale,
consentendo quindi l’identificazione di quei pazienti che pro-
grediranno verso la malattia conclamata.
È noto che nelle sindromi mielodisplastiche le anomalie cro-
mosomiche clonali, molto importanti per la diagnosi e l’in-
quadramento prognostico, sono identificabili in meno della
metà dei pazienti, utilizzando tecniche di citogenetica con-
venzionale. Viceversa con i metodi di sequenziamento ad alta

sensibilità le mutazioni somatiche sono visibili nella maggior
parte dei pazienti e interessano differenti geni coinvolti in
varie fasi della proliferazione clonale. Recenti evidenze indi-
cano che alcune di queste mutazioni hanno un valore pro-
gnostico sulla sopravvivenza e il rischio di evoluzione
leucemica, con i relativi riflessi sullo sviluppo clinico di pro-
grammi di medicina personalizzata.
Anche il concetto che il mieloma multiplo sia una malattia
monoclonale è stato completamente rivisitato dagli studi
genomici della plasmacellula neoplastica. Oggi infatti sap-
piamo che il clone di mieloma è genotipicamente e fenoti-
picamente eterogeneo, virtualmente cioè non esiste un
paziente uguale all’altro. Tale eterogeneità è presente già nel
paziente con MGUS che presenta un catalogo di mutazioni
sovrapponibile alla fase conclamata di malattia. Dal mo-
mento che la progressione a mieloma multiplo non si asso-
cia alla comparsa di nuove alterazioni genomiche, ciò che
distingue le due fasi è la percentuale di plasmacellule aber-
ranti, cioè le dimensioni del clone neoplastico. Tutte queste
recenti osservazioni sono essenziali per la definizione di
schemi terapeutici personalizzati che tengano conto del di-
namismo del clone tumorale.
Anche la leucemia acuta mieloide è un vero e proprio para-
digma di malattia clonale evolutiva. Si ritiene che poche mu-
tazioni siano all’origine necessarie per scatenare la malattia,
e che eventi epigenetici concomitanti contribuiscano in ma-
niera rilevante alla sviluppo della leucemia. La coesistenza di
più cloni, diversi sia per dimensione che per caratteristiche
di malignità, non sembra sia correlata necessariamente all’in-
stabilità genetica, ma potrebbe anche rappresentare la risposta
a stimoli ambientali, compresi i trattamenti chemioterapici.
Diventa pertanto importante, al fine di un monitoraggio cli-
nico, capire il significato di questi subcloni ed il loro poten-
ziale ruolo nell’induzione della recidiva.
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Aspetti biologici e metodologici

Alessandra Santoro
Ematologia con UTMO, Dipartimento di Oncologia, Ospedali Riuniti Villa Sofia-Cervello, Palermo

Introduzione
La crescita neoplastica è un processo evolutivo in cui una popolazione
cellulare clona e accumula mutazioni nel tempo e nel corso delle di-
visioni cellulari ed evolve in massa tumorale costituita da sottopopo-
lazioni cellulari geneticamente distinte denominate cloni. La
caratterizzazione del genoma delle cellule tumorali ha aumentato no-
tevolmente la nostra comprensione dei meccanismi molecolari che
stanno alla base dell’insorgenza del tumore, della sua progressione ed
evoluzione clonale, dell’insorgenza di resistenza alle terapie. L’etero-
geneità intratumorale è sicuramente uno degli aspetti più interessanti
e complessi della biologia del tumore; la neoplasia infatti è caratte-
rizzata da sottopopolazioni di cellule tumorali generate dall’evolu-
zione clonale con precisa gerarchia. Nell’evoluzione clonale
neoplastica il genoma delle cellule tumorali, nel corso dei numerosi
cicli di divisione cellulare, acquisisce nuove varianti che possono essere
selezionate e portare ad espansione clonale. Ogni sottopopolazione
clonale (sub-clone) origina da una popolazione parentale ed emerge
con l’acquisizione di una nuova mutazione somatica conservata dalla
successiva espansione clonale. Una potente strategia per lo studio di
questa complessa architettura tumorale è il confronto dello studio del
genoma tumorale di campioni indipendenti tra loro che possono de-
rivare da siti differenti della neoplasia o da tempi differenti della pro-
gressione tumorale (esordio, recidiva). Con questa strategia e
avvalendosi dei risultati del sequenziamento dell’intero genoma
(Whole Genome Sequencing, WGS) è stato dimostrato che il genoma
di una leucemia mieloide acuta (LMA) all’esordio mostra un evolu-
zione clonale tra l’esordio e la recidiva (1,2); risultati analoghi sono stati
ottenuti comparando i dati WGS di un campione di mielofibrosi pri-
maria (MFP) con il campione dell’evoluzione in leucemia acuta (3) e
quelli del sito primario del tumore rispetto alle metastasi nel carci-
noma mammario (4). Inoltre lo studio delle regioni codificanti del
DNA (Whole Exome Sequencing, WES) delle cellule tumorali del tu-
more primario prelevate da siti differenti ha mostrato eterogeneità
intratumorale ed evoluzione clonale in differenti tumori (5-7). L’archi-
tettura clonale delle neoplasie può essere definita utilizzando la fre-

quenza allelica di tutte le varianti somatiche (VAFs) evidenziate dal-
l’analisi WGS(1,8). La maggior parte di queste varianti somatiche pre-
senti in questi genomi è acquisita casualmente durante le divisioni
cellulari (mutazioni passeggere) e viene selezionata e trasmessa du-
rante l’espansione clonale (catturata) se aumenta la patogenicità del
clone generato. Sebbene le varianti passeggere non siano patogeneti-
che, possono comunque offrire una caratterizzazione genetica utile
per identificare i subcloni cellulari. Un clone fondatore contenente
centinaia di varianti è presente nella neoplasia primaria, persiste du-
rante la progressione della malattia e genera subcloni che contengono
le stesse mutazioni patogenetiche insieme all’acquisizione di nuove
varianti (8). Le mutazioni patogenetiche ricorrenti in un determinato
processo neoplastico possono essere riscontrate sia nel clone fondatore
che nei subcloni e non è ancora del tutto chiaro se specifiche muta-
zioni avvengono nel clone fondatore rispetto ai subcloni e ancora se
la distribuzione delle mutazioni fra i diversi cloni possa avere un im-
portante significato clinico e biologico (9). L’analisi genetica delle cel-
lule in toto di una massa tumorale può nascondere l’eterogeneità del
tumore. Cellule derivanti dallo stesso sito neoplastico possono diffe-
rire l’una dall’altra per la presenza di varianti somatiche, per l’espres-
sione genica e la regolazione epigenetica. L’analisi della singola cellula
neoplastica garantisce la comprensione dell’eterogeneità di una po-
polazione cellulare neoplastica (10) (Figura 1).

Next Generation Sequencing 
Dopo il grande successo del progetto di sequenziamento del ge-
noma umano, degli anni 2002-2003, piattaforme di sequenzia-
mento massivo parallelo denominate anche Next Generation
Sequencing (NGS) sono state acquisite dai centri di ricerca trasla-
zionale in giro per il mondo. Negli anni 2005-2008 si affacciano
sul mercato le tre principali tecnologie 454, SOLiD e Solexa: tutti
e tre i sistemi mostrano caratteristiche comparabili in termini di
elevata processività ed accuratezza. Attualmente le piattaforme mag-
giormente presenti nei centri di ricerca sono Illumina e Ion Torrent,
che hanno acquisito le precedenti versioni di tecnologia NGS. La
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tecnologia NGS è in grado di ottenere una completa raffigurazione
del genoma cellulare (Whole Genome Sequencing, WGS), della parte
codificante del genoma (Whole Exome Sequencing, WES) o dell’in-
tero trascriptoma (RNA seq) cellulare. Per far fronte alla richiesta
di applicazione della tecnologia NGS in diagnostica, sono stati svi-
luppate anche piattaforme più compatte con un inferiore capacità
di processamento che le rende fruibili ai fini diagnostici con costi
contenuti. Queste piattaforme con ridotta processività (throughput)
sono facilmente utilizzabili ai fini diagnostici (benchtop, NGS) per
effettuare il sequenziamento di pannelli comprendenti 25-150 geni
patologia-correlati (11-12). La tecnologia NGS WGS o WES permette
di caratterizzare l’eterogeneità genetica intratumorale fornendo in-
formazioni necessarie per l’applicazione della medicina personaliz-
zata. La tecnologia NGS, grazie alla sua strategia operativa, basata
sul sequenziamento massivo in parallelo di milioni di piccoli fram-

menti di DNA, è in grado di offrire sulla singola posizione nucleo-
tidica dei valori di ripetitività (coverage) che si traducono in elevata
sensibilità e accuratezza non raggiungibile con la precedente tecnica
Sanger di sequenziamento. Si possono, infatti, generare centinaia
di milioni di corte sequenze (35bp-250bp) in una sola corsa in un
tempo breve con un basso prezzo per base sequenziata. Entrambe
le tecnologie prevalentemente utilizzate si compongono di quattro
passaggi di base: 
• la preparazione della libreria, che può essere realizzata mediante

amplificazione (libreria di ampliconi, utilizzata prevalentemente
per i pannelli genici) o mediante frammentazione del DNA o del
cDNA e “cattura” con oligo specifici (arricchimento di regioni
specifiche o applicazioni WES) oppure il legame di adattatori a
tutti i frammenti generati e successiva amplificazione (per le ap-
plicazioni di WGS); 

Figura 1 - Analisi della singola cellula. Le analisi condotte sulla singola cellula svelano l’eterogeneità tissutale. Gli esperimenti tradizionali condotti su campioni pluricellulari
possono mascherare le differenze tra le singole cellule, in termini di varianti del genoma ma anche di espressione genica, di un tessuto o di un processo neoplastico (10).
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• la generazione dei cluster clonali che si ottiene con modalità
differenti nei due sistemi, per PCR in emulsione (Ion Torrent)
e per PCR su supporto solido (bridge PCR Illumina); 

• la fase di sequenziamento in cui il sistema di rilevazione del-
l’incorporazione dei nucleotidi è basato su emissione di fluore-
scenza (Illumina) o variazioni del pH (Ion Torrent). La differenza
cruciale della fase di sequenziamento rispetto alla tecnica tradi-
zionale è che la tecnologia NGS consente il sequenziamento pa-
rallelo, separato e massivo di migliaia o milioni di frammenti; 

• l’analisi dei dati che prevede il conteggio di tutte le sequenze
per i diversi frammenti della libreria (read counting), l’allinea-
mento alle sequenze di riferimento e il riconoscimento delle va-
rianti (Variant Caller) ed altre specifiche analisi in relazione alla
domanda dell’operatore. Attualmente la sfida principale, per i
centri che applicano la tecnologia NGS, è rappresentata dal-
l’analisi bioinformatica dell’enorme quantità di dati generati da

NGS. L’analisi dei dati, infatti, ha una serie di criticità ed osta-
coli di seguito riassunti: i file di testo da analizzare sono molto
estesi (migliaia di milioni di righe) e necessitano di potenti com-
puter con enorme utilizzo di memoria per gestire, analizzare, ac-
cumulare, trasferire ed archiviare i file; vi è la necessità di nuovi
algoritmi e software che utilizzano il linguaggio Unix/Linux
based e la necessità di una stretta collaborazione tra chi sviluppa
la tecnologia, i bioinformatici e i biologi. L’analisi dai dati e il
riconoscimento delle varianti richiedono un processo multistep
ed un algoritmo bioinformatico che tengano conto, a partire dal
dato grezzo del sequenziamento, di parametri di qualità della
sequenza singola variante, di probabili errori introdotti dalle rea-
zioni di sequenziamento e dal sistema di lettura delle sequenze,
della validazione ed interpretazione funzionale dei dati (uno
schema rappresentativo dell’algoritmo generale di analisi dei dati
è riportato in Figura 2).

Aspetti biologici e metodologici

Figura 2 - Schema dell’analisi dei dati NGS. L’analisi dai dati e il riconoscimento delle varianti richiedono un processo multistep ed un algoritmo bioinformatico che tengano conto,
a partire dal dato grezzo del sequenziamento (analisi primaria), di parametri di qualità della sequenza della singola variante, di probabili “errori” introdotti dalle reazioni di sequen-
ziamento e dal sistema di lettura delle sequenze (analisi secondaria), della validazione ed interpretazione funzionale dei dati (analisi terziaria) (12).
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Infine, si riportano degli esempi di terminologia specifica della
tecnologia NGS che potranno essere di ausilio al lettore di pub-
blicazioni scientifiche che utilizzano questa tecnologia:
• Coverage (depth): il numero di sequenze ottenute che mappano

in una determinate posizione; 
• Quality Score: a ciascuna base rilevata dalla sequenza è asse-

gnato dal software di analisi uno score di qualità che permette
di individuare gli errori tecnici; 

• Paired-End Sequencing: i frammenti di DNA vengono sequen-
ziati in entrambe le direzioni (forward e reverse) per permettere
maggiore accuratezza nell’allineamento; 

• Multiplex Sequencing: in una singola reazione di sequenzia-
mento possono essere miscelati campioni diversi: questo è pos-
sibile grazie al legame di sequenze barcode ad ogni campione
nella fase di costruzione della libreria; il software di analisi rico-
noscerà i singoli barcode; 

• Mapping: la fase di allineamento delle sequenze generate alla
sequenza di riferimento (reference);

• Mixed or polyclonal reads: sequenze miste causate da artefatti
della fase di generazione dei cluster clonali (le sequenze miste
verranno scartate dal software di analisi);

• Multi-reads: sequenze che possono allinearsi con più di una se-
quenza di riferimento e pertanto la loro assegnazione rimane
dubbia (verranno scartate dal software di analisi).

Eterogeneità ed evoluzione clonale
delle neoplasie
La capacità di individuare, mediante NGS, mutazioni somatiche

con bassa frazione allelica nelle cellule tumorali ha consentito di ot-
tenere nuove informazioni sui modelli di evoluzione dei tumori. 
L’evoluzione clonale dei tumori può essere indagata mediante la
strategia della valutazione della frazione allelica della singola va-
riante, sfruttando la capacità della tecnologia NGS di ottenere
dati con elevatissima sensibilità (deep sequencing) (13-16). Questo
approccio utilizza la frazione di sequenze che individuano una
determinata variante somatica (frazione allelica della variante,
VAF) per calcolare la frequenza di questa variante nella neoplasia
primitiva e nei subcloni. Questo approccio ci permette di otte-
nere informazioni sulle correlazioni fra le differenti varianti pre-
senti nel campione neoplastico non frazionato: la composizione
genetica di ogni clone, la frequenza di ciascun clone (proporzio-
nale alle media delle VAF che costituiscono il clone), il modello
di come si è evoluta l’architettura clonale tumorale (i cloni a mi-
nore frequenza discendono da quelli a frequenza più elevata) (Fi-
gura 3). La caratterizzazione dei modelli di evoluzione clonale
tumorale è sicuramente più completa quando è possibile sequen-
ziare siti multipli del tumore; inoltre dal sequenziamento di cam-
pioni tumorali multipli raccolti durante la progressione tumorale
si ottengono informazioni sulle lesioni primarie e su quelle legate
alla progressione o alla resistenza ai regimi terapeutici (Figura 4).
I modelli di evoluzione clonale dei tumori tengono in conside-
razione l’acquisizione nel tempo di varianti aggiuntive a partire
dallo stesso subclone: attualmente i metodi di classificazione ge-
rarchica dei subcloni tumorali mettono in connessione l’ordine
temporale degli eventi con la frequenza stimata delle singole va-
rianti acquisite dai subcloni tumorali. L’ordine temporale degli

Figura 3 - Progressione clonale da Sindrome Mielodisplastica (SMD) a leucemia acuta mieloide secondaria (sLMA). L’immagine mostra il modello che riassume l’evoluzione
clonale dallo stadio di SMD a quello di sLMA nel soggetto UPN461282. Il clone 1, delimitato in giallo, è caratterizzato da 323 singole varianti nucleotidiche (SNs) che rap-
presentano circa il 74% delle cellule midollari. Le cellule del clone 2 (arancio) derivano da una cellula del clone 1 e quindi contengono tutte le varianti del clone 1 e 2; questo
clone diventa dominante nella sLMA ed evolve i tre ulteriori subcloni che acquisiscono varianti aggiuntive. L’ultimo clone ad emergere (nero) è rappresentato dal 14% delle
cellule e contiene le varianti di tutti i cloni (8).
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Figura 4 - Modello di predizione di architettura clonale da un campione tumorale non frazionato. Assegnazione ai differenti cloni delle mutazioni somatiche, precedentemente
validate, in campioni non frazionati di SMD e sLMA. La frazione allelica delle differenti varianti (VAF) in SMD e in LMA descrive la sub struttura clonale della neoplasia
e l’evoluzione nel tempo. A) Alla diagnosi di LMA, il campione UPN461282 comprendeva il 10% di cellule non tumorali in aggiunta a 5 differenti cloni neoplastici. Il clone
1 è rappresentato dal 6% delle cellule che presentano le varianti del cluster 1; il clone 2 rappresentato dal 4% di cellule con varianti del cluster 1 e 2; il clone 3 rappresentato
dal 33% delle cellule con varianti del cluster 1,2 e 3; il clone 4 rappresentato dal 53,3% di cellule con varianti dei cluster 1,2,3 e 4; ed il clone 5 rappresentato dal 14% delle
cellule che aggiungono al clone precedente la variante del cluster 5. B-C) Esempi analoghi di due ulteriori campioni UPN182896 ed UPN288033. D) Schema riassuntivo
del modello di evoluzione clonale ottenuto con l’analisi SciClone che rimarca l’ambiguità dell’origine del clone 5 nel campione UPN461282 (13).
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eventi, con analisi di campioni multipli, è stato utilizzato dal mo-
dello di Engle (2015) (3) per raffigurare l’evoluzione clonale nella
trasformazione da mielofibrosi a leucemia mieloide acuta (Fi-
gura 5). La strategia dei campioni multipli, applicata per lo stu-
dio della progressione ed evoluzione tumorale, può essere
utilizzata per studiare l’eterogeneità tumorale valutando cam-
pioni multipli dello stesso stadio del tumore prelevati da siti dif-
ferenti (17). I metodi recentemente utilizzati per caratterizzare
l’evoluzione clonale dei tumori sono di due tipi: la ricostruzione
dell’albero genealogico del tumore e la ricostruzione dell’albero
di interrelazione fra i subcloni. Il primo metodo costruisce un
modello di evoluzione clonale del singolo tumore con un approc-
cio filogenetico in cui ogni subclone si distanzia dal tumore pri-
mario per acquisizione di varianti (18-20), il secondo approccio
ricostruisce la storia del tumore analizzando le relazioni, simili-
tudini e divergenze fra i diversi subcloni cellulari (21-23). Per gene-
rare i modelli della storia dell’evoluzione del tumore, sono stati
utilizzati numerosi e differenti algoritmi bioinformatici che ana-
lizzano la grande mole di dati sulle varianti del singolo nucleotide
(SNVs) provenienti dalle applicazioni WGS o WES (24-33). Alcuni
metodi, come ad esempio PyClone (18) e SciClone (34) utilizzano
il valore della frazione di cellule neoplastiche che presentano ogni
singola variante avvalendosi dei risultati in termini di numero di
sequenze individuate in NGS; altri più recenti, come PhyoSuB (17)

e OncoNEM (35), hanno sviluppato complesse pipeline specifiche
per la ricostruzione dei modelli di evoluzione clonale neoplastica
che tengono conto sia dei classici algoritmi filogenetici che della
frequenza delle singole SNVs. 

Il sequenziamento della singola cellula
Molti metodi di studio della composizione clonale del tumore uti-
lizzano dati provenienti da campioni non frazionati della massa
tumorale: questi approcci richiedono algoritmi bioinformatici ca-
paci di distinguere e separare i segnali misti generati dall’eteroge-
neità della popolazione cellulare e possono dare risultati ambigui.
L’analisi genetica delle cellule in toto di una massa tumorale può
nascondere l’eterogeneità del tumore. Cellule derivanti dallo stesso
sito neoplastico possono differire l’una dall’altra per la presenza
di varianti somatiche, per l’espressione genica e la regolazione epi-
genetica. Le recenti acquisizioni tecnologiche hanno permesso di
ottenere il sequenziamento genomico della singola cellula. Infatti
sono state sviluppate delle tecniche per l’amplificazione dell’intero
genoma (Whole Genome Amplification, WGA) della singola cellula
che consentono di avere una quantità di acidi nucleici sufficienti
per le successive tecniche di indagine. Svariati sistemi di WGA
che prevedono approcci differenti sono stati sviluppati ed utilizzati
per ottenere un’adeguata quantità di acidi nucleici per le applica-
zioni analitiche (36-40). La strategia principale per lo studio dell’ete-

rogeneità e dell’architettura tumorale è il confronto dello studio
del genoma tumorale di campioni multipli indipendenti tra loro;
la risoluzione sicuramente più estrema della strategia di campio-
namento multiplo è rappresentata dalla analisi dell’intero genoma
(WGS) o dell’intero esoma (WES) delle singole cellule neoplasti-
che. L’analisi di singole cellule neoplastiche derivate dallo stesso
tumore garantisce la comprensione dell’eterogeneità di una po-
polazione cellulare neoplastica (36). Dal punto di vista teorico, i
dati del sequenziamento della singola cellula possono dare l’op-
portunità di studiare la genealogia delle singole cellule tumorali
fornendo il quadro complessivo dell’evoluzione clonale del tu-
more che a partire dai primi eventi mutazionali arriva sino all’ac-
cumularsi di mutazioni che portano i cloni a divergere per formare
un quadro eterogeneo. Con questo approccio Hou et al. (2012) (37)

hanno utilizzato i dati del sequenziamento di 58 cellule distinte
provenienti da un campione di trombocitemia essenziale (TE) che
hanno permesso di ricostruire un albero genealogico basato sul
numero di cellule delle sottopopolazioni clonali e sugli eventi mu-
tazionali che spiegano l’evoluzione clonale del tumore. Lo stesso
approccio è stato utilizzato da Hughes et al (2014) (13) per carat-
terizzare l’eterogeneità clonale e l’albero filogenetico di una leu-
cemia LMA secondaria a MFP (Figura 6). 
Lo sviluppo di tecnologie applicate alla singola cellula introduce una
nuova frontiera per la diagnostica in campo oncologico: la Single-
Cell Diagnosis. L’analisi genetica della singola cellula può offrire di-
versi vantaggi e dare accurate informazioni sull’evoluzione clonale
del tumore, sui meccanismi molecolari della cancerogenesi e non ul-
timo sulla caratterizzazione delle cellule staminali tumorali. Ciò no-
nostante, il sequenziamento del genoma della singola cellula mostra
alcuni problemi prevalentemente di ordine tecnico (37). La prima pro-
blematica riguarda l’individuazione di varianti, false positive ma
anche di false negative e ancora la perdita di informazioni. Il numero
di falsi positivi può essere ridotto con l’analisi bioinformatica che se-
leziona esclusivamente varianti osservate in più cellule, ma questo
fa aumentare il numero di cellule singole che devono essere utilizzate
per la ricostruzione del modello evolutivo. I falsi negativi sono dovuti
al problema tecnico di allele drop out che può verificarsi nella fase di
preamplificazione (WGA); lo stesso artefatto tecnico può riguardare
un intero locus che non viene amplificato dalla WGA e determina
perdita di informazioni. La seconda problematica è rappresentata
dalle popolazioni cellulari potenzialmente non osservate per un di-
fetto di campionatura che generano una visione parziale dell’etero-
geneità clonale del tumore. Recenti acquisizioni tecniche hanno reso
possibile sequenziare oltre al genoma della singola cellula anche il
trascriptoma (41,42). In futuro questo permetterà quindi di combinare
i modelli di evoluzione clonale filogenetici con l’espressione genica
dei singoli cloni per comprendere come cambia l’espressione genica
durante l’evoluzione tumorale. 
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Figura 5 - Evoluzione clonale nella progressione di malattia. Il modello “unsupervised” di clusterizzazione di 649 singole varianti nucleotidiche (SNVs) identifica cluster di
mutazioni con simile frequenza allelica che corrispondono al clone iniziale (verde) e ai tre subcloni (azzurro, rosso e blu). A) Frequenza delle mutazioni allo stadio di
mielofibrosi (MFP) verso l’evoluzione in leucemia acuta (sLMA), B) Frequenza delle varianti presenti nella remissione di sLMA (sLMA REM) verso la sLMA. C) Il modello
di evoluzione clonale della progressione leucemica basato sui valori di VAFs in ciascuno dei quattro cloni identificati ad ogni stadio della malattia (3).
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Figura 6 - Profilo mutazionale della singola cellula neoplastica. Analisi del profilo mutazionale ottenuto mediante “Whole Exome Sequencing” in 12 cellule isolate da un
campione UPN461282 di sangue midollare di leucemia acuta mieloide secondaria (sLMA). I colori individuano i cluster di varianti genetiche che contraddistinguono i dif-
ferenti cloni neoplastici ed ogni cellula corrisponde a uno dei quattro cloni identificati. Il genotipo delle singole cellule è utilizzato per la predizione dell’albero rappresentativo
dell’evoluzione clonale della leucemia. I valori riportati nei ponti di connessione rappresentano il livello di supporto statistico della connessione: i valori superiori a 75% sono
considerati altamente significativi (13).

Conclusioni
L’applicazione della next generation sequencing è sicuramente un po-
tente strumento per la ricerca oncologica, e grazie a questa applica-
zione sono state raggiunte importanti informazioni sui profili
genomici delle neoplasie e sulla loro architettura gerarchica multi-
clonale. Sebbene l’intero genoma tumorale generi informazioni com-
plete, è pur vero che questa applicazione è molto costosa e l’abnorme
numero di informazioni generate pone alcuni problemi interpreta-
tivi. Il sequenziamento della regione codificante offre un’alternativa
valida, contenuta nei costi e di maggiore fruibilità per la ricerca on-
cologica. L’eterogeneità genetica clonale intratumorale che evolve

durante la progressione e la crescita tumorale è sicuramente uno degli
aspetti che contribuiscono alla complessità biologica della neoplasia
e la sua comprensione potrà avere importanti riscontri per la medi-
cina di precisione, laddove maggiore efficacia si potrà ottenere uti-
lizzando come target le mutazioni del clone fondatore piuttosto che
quelle dei subcloni. I metodi di comprensione della storia evolutiva
delle neoplasie sono molto importanti per la ricerca oncologica poi-
ché possono dare informazioni sullo stadio iniziale del tumore, sulle
mutazioni fondatrici della neoplasia, sull’evoluzione clinica e sulla
prognosi. Inoltre, la storia dell’evoluzione clonale neoplastica apre
la strada per la scoperta delle mutazioni responsabili della resistenza
alle terapie e lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche.
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Introduzione
Le neoplasie mieloproliferative croniche (NMC) sono un gruppo di
disordini clonali della cellula staminale caratterizzati da un’aberrante
proliferazione cellulare e da una propensione alla trasformazione in
mielofibrosi secondaria e leucemia acuta. Il termine NMC rag-
gruppa neoplasie mieloidi croniche e include la leucemia mieloide
cronica BCR-ABL+ (LMC), la leucemia neutrofila cronica, la poli-
citemia vera (PV), la mielofibrosi primaria (MFP), ulteriormente
classificata come MFP prefibrotica e MFP conclamata, la trombo-
citemia essenziale (TE), la leucemia eosinofila cronica non altrimenti
specificata e le neoplasie mieloproliferative non classificabili (Ta-
bella 1) (1). In questa trattazione ci concentreremo su PV, TE, MFP,
che sono classicamente definite NMC Ph1-negative per sottolineare
il diverso meccanismo patogenetico che le differenzia dalla LMC.
Le NMC Ph1 negative classiche sono raggruppate per somiglianze
fenotipiche e per comuni meccanismi biologici. La scoperta di ano-
malie molecolari ricorrenti coinvolgenti i geni JAK2, MPL e CALR
ha inoltre rafforzato l’originaria visione di Dameshek del 1951 se-
condo la quale queste malattie hanno un comune meccanismo pa-
togenetico e presumibilmente appartengono a un unico disordine.

Studi epidemiologici su larghe popolazioni hanno calcolato che
l’incidenza annua di PV e TE è di 2-3 casi/100.000 abitanti, con
frequenze più elevate nelle famiglie di discendenza ebraica. In Italia
è stato condotto uno studio trasversale (cross sectional) nella città
di Vicenza ed è stato accertato che la prevalenza di TE e PV è circa
di 40 e 30 casi per 100.000 persone, rispettivamente, ma lo studio
è stato effettuata in era precedente la scoperta delle basi molecolari
delle NMC. La PV è estremamente rara nei bambini e adolescenti
(2 nuovi casi ogni 10 milioni di abitanti). Pochi studi epidemio-
logici sono disponibili nella MF. L'incidenza annua nella città di
Goteborg, in Svezia, misurata durante il periodo dal 1983-1992,
è stata calcolata in 0,4 casi per 100.000 persone. Un’incidenza si-
mile (0,37 casi per 100.000 persone) è stata riportata dal Registro
Tumori del Tamigi (UK) che ha raccolto le neoplasie mieloidi negli
adulti nel periodo 1999-2000. Una sintesi degli studi epidemio-
logici pubblicati in Europa, Australia, e Nord America rileva un’in-
cidenza di MF variabile da 0,5 a1,3 casi per 100.000 persone. In
Giappone, la MF è considerata malattia molto rara, con una pre-
valenza di solo 84 casi per 100.000 persone. Una più alta incidenza
di MF è stata riportata sia negli ebrei ashkenaziti che negli arabi
che vivono nel Nord di Israele. 
Le NMC condividono specifiche caratteristiche morfologiche e cli-
niche quali l’ipercellularità midollare e le complicanze vascolari. Da
un punto di vista clinico, si distinguono per il tipo di linea cellulare
coinvolta con espressione dominante delle piastrine nella TE, trili-
neare nella PV e molto eterogenea nella MFP.
La clonalità di queste neoplasie venne dapprima dimostrata me-
diante studi di inattivazione del cromosoma X in soggetti femmi-
nili (2) e successivamente, nel 2005, con l’identificazione di mutazioni
somatiche acquisite del gene JAK2 (3-6) individuate nella maggior
parte dei pazienti con NMC ed in particolare in oltre il 95% di pa-
zienti con PV e nel 50-60% dei pazienti con TE e MFP (3-6). Negli
anni successivi, le conoscenze relative alla patogenesi delle NMC
sono notevolmente progredite. Nel 2006 la scoperta di mutazioni
a carico del gene MPL, codificante il recettore della trombopoietina,Tabella 1 - Classificazione WHO delle neoplasie mieloproliferative croniche.

Leucemia mieloide cronica (LMC), BCR-ABL positiva

Leucemia neutrofila cronica (LNC)

Policitemia Vera (PV)

Mielofibrosi primaria (MFP)
• MFP prefibrotica/ stadio precoce
• MFP fibrotica

Trombocitemia Essenziale (TE)

Leucemia eosinofila cronica, non altrimenti specificata

Neoplasie mieloproliferative non classificabili



18

sono state documentate in circa il 3%-5% dei casi di TE JAK2-ne-
gative e nell’8%-11% dei casi di MFP JAK2-negativi. (7, 8) Più re-
centemente nel 2013, grazie all’utilizzo di tecniche di
sequenziamento genico, le mutazioni a carico del gene CALR sono
state identificate nel 20-25% di pazienti affetti da TE e MFP (9, 10).
Circa il 10-15% di pazienti affetti da MFP o TE che non esprimono
alcuna delle suddette mutazioni sono definiti tripli negativi (11).
Studi riguardanti il meccanismo attraverso cui mutazioni a carico
di JAK2 e MPL portano ad una mieloproliferazione hanno consen-
tito di identificare il coinvolgimento della via di trasduzione del se-
gnale JAK-STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription)
nella patogenesi delle NMC (3, 7, 12). Il meccanismo patogenetico in-
dotto dalle mutazioni di CALR risulta ancora poco chiaro sebbene
studi eseguiti su modelli animali hanno suggerito un effetto sulla
produzione piastrinica (10, 13, 14). Le tre mutazioni, mutualmente
esclusive (15), sono ad oggi definite driver mutations: sono infatti re-
sponsabili dell’iperproliferazione delle cellule staminali emopoieti-
che mediante attivazione della pathway di JAK/STAT e del fenotipo
clinico. Hanno inoltre un ruolo primario in termini diagnostici,
come recentemente evidenziato nella classificazione delle neoplasie
mieloidi dell’Organizzazione Mondiale della Sanità (WHO) (1), e
in termini prognostici (11). Tuttavia, in aggiunta alle driver mutations,
esistono mutazioni somatiche non specifiche per NMC, la cui fre-

quenza è più elevata nei pazienti affetti da MFP piuttosto che da
PV e TE, che non hanno né un ruolo primario nel meccanismo pa-
togenetico di proliferazione caratteristico di queste malattie né sul
fenotipo di malattia, ma contribuiscono alla biologia della malattia
soprattutto in termini di prognosi. Queste mutazioni, identificabili
anche in altre neoplasie mieloidi (16-19), appartengono a differenti
categorie di geni con funzioni diverse, come regolatori epigenetici
(ASXL1, EZH2, TET2, DNMT3A, IDH1, IDH2), RNA splicing
(SRSF2, SF3B1, U2AF1) o regolatori trascrizionali (TP53, IKZF1,
CBL). La Tabella 2 mostra la frequenza di distribuzione di suddette
mutazioni nelle tre sindromi mieloproliferative BCR-ABL1 negative
in fase cronica e in fase blastica.

Driver mutations
Gene JAK2
JAK2, localizzato sul cromosoma 9p24, è un gene appartenente alla
famiglia delle Janus chinasi, codificante una tirosinchinasi citopla-
smatica necessaria per la trasduzione del segnale che si attiva in ri-
sposta al legame di diverse molecole della famiglia delle citochine di
tipo I, quali l’eritropoietina, la trombopoietina e il fattore stimolante
le colonie granulocitarie (G-CSF). La mutazione puntiforme V617F,
identificata nel 2005, origina da una sostituzione G>T al nucleotide
1849 dell’esone 14, causando la sostituzione della valina con la fe-

Tabella 2 - Mutazione nelle neoplasie mieloproliferative croniche (NMC).

MUTAZIONE LOCALIZZAZIONE
CROMOSOMICA

PV TE MFP LA POST-NMC

Driver mutations

JAK2
- Mutazione JAK2V617F
- Mutazioni esone 12

CALR
MPL

9p24
9p24

19p13.2
1p34

95
3

rara
rara

50-60
rara

20-25
3

50-60
rara

20-25
7

40
rara
25
8

Mutazioni non specifiche per NMC

Regolatori epigenetici:
ASXL1
EZH2
TET2
IDH1/IDH2

20q11.1
7q36.1
4q24

2q33.3/15q26.1

2-5
3
16
2

5-10
rara
5
1

20
13
17
4

18
rara
17
22

Geni coinvolti nell’RNA splicing:
SF3B1
SRSF2
U2AF1

2q33.1
17q25.1
21q22

rara
rara
rara

rara
rara
rara

7
17
16

4
19
6

Regolatori trascrizionali:
Tp53
IKZF1
CBL

17p13.1
7p12

11q23.3

rara
rara
rara

rara
rara
rara

4
rara
6

11
21

rara
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nilalanina alla posizione 617 della proteina JAK2. È la mutazione
più frequente nei pazienti affetti da NMC, essendo presente in oltre
il 95% di pazienti con PV e in circa il 50%-60% dei pazienti affetti
da TE e MFP. La proteina si compone di 7 domini, di cui JH1 è il
dominio di attività kinasica effettiva, mentre JH2 è una pseudokinasi
ad attività inibitoria su JH1. La mutazione V617F riduce la funzione
autoinibitoria del dominio JH2 modificando la conformazione in
JH1-JH2 e, di conseguenza, l’enzima JAK2 diviene costitutivamente
attivo (20) con un incremento dell’attività di segnale di JAK2 e quindi
del segnale derivante dai recettori chinasici “mieloidi”, determinando
un incremento dell’attività di specifici pathway quali STAT, MAPK
e PI3K (3, 4, 21). In alcuni casi di PV JAK2V617F negativa, sono state
identificate mutazioni (per lo più inserzioni e delezioni) a carico
dell’esone 12 del gene JAK2 (22) Sebbene tali mutazioni non siano lo-
calizzate sul dominio pseudochinasico di JAK2, sono in grado di
modificare la strutture del dominio JH2 similmente alla V617F. Tut-
tavia a differenza della mutazione JAK2V617F, le mutazioni del-
l’esone 12 non sono presenti in pazienti affetti da TE e MFP (23).
Studi su modelli animali hanno dimostrato come la presenza della
mutazione JAK2V617F, induca una malattia simile alla PV, con eri-
trocitosi, bassi livelli di EPO, splenomegalia ed iperplasia midol-
lare (24). Inoltre l’intensità di segnale mediato da JAK2V617F, inteso
come numero di copie di tale mutazione, è responsabile dell’etero-
geneità fenotipica che si riflette in termini clinici in quadri di TE
caratterizzati da una singola mutazione di JAK2V617F, mentre nella
maggior parte dei casi di PV sono presenti due copie di JAK2V617F
a causa della disomia uniparentale. (25, 26)

Recentemente, sono state descritte mutazioni germinali di JAK2 in
sindromi familiari caratterizzate nella maggior parte dei casi da un
fenotipo piastrinosico (27-29).
La presenza della mutazione JAK2V617F o un’aumentata carica al-
lelica non sembrano avere effetto sulla sopravvivenza e trasforma-
zione leucemica in pazienti affetti da PV e TE (30-32). In particolare,
nelle TE, la presenza di JAK2V617F è stata associata con un aumen-
tato rischio di trombosi arteriosa e un più basso rischio di evoluzione
in mielofibrosi (32). Nella PV, la presenza di un’alta carica allelica di
JA2V617F è associata a prurito e trasformazione fibrotica (31), così
come la presenza della mutazione a carico dell’esone 12 (23). In gene-
rale pazienti affetti da NMC-JAK2 mutati sono generalmente più
anziani, presentano più alti livelli di emoglobina, leucocitosi, conta
piastrinica più bassa ed un aumentato rischio trombotico (30). 

Gene MPL
Mutazioni a carico del gene MPL (myeloproliferative leukemia virus
oncogene), localizzato sul cromosoma 1p34, codificante per il recet-
tore della trombopoietina, possono essere riscontrate sia come mu-
tazioni germinali in rari casi di trombocitosi familiari (in particolare
MPL-S505N) (33) o come mutazioni somatiche presenti nel 3%-8%
di pazienti affetti da MFP o TE (MPL-W515) (7, 8). Si tratta di mu-

tazioni missense a carico dell’esone 10, e conseguente sostituzione di
un triptofano in posizione 515 con una leucina, lisina o arginina.
La sequenza amminoacidica sede della mutazione gioca un ruolo
principe nella conformazione citosolica di MPL e ne previene l’atti-
vazione spontanea del recettore (34, 35) e pertanto la sostituzione del
triptofano con un altro amminoacido porta alla perdita dell’attività
inibitoria e risulta in un gene MPL costitutivamente attivo. Muta-
zioni a carico di MPL sono associate con un incremento dei segnali
mediati da STAT3, STAT5, ERK e AKT e una crescita cellulare ci-
tochino-indipendente (7, 8). Recentemente, due nuove mutazioni
S204P e Y591N sono state descritte in una coorte di pazienti affetti
da TE e MFP, altrimenti definiti tripli negativi. Queste mutazioni
sono caratterizzate da un effetto attivante più debole, sia in termini
di grado di crescita trombopoietina-indipendente sia di ipersensibi-
lità alla stessa. Studi su modelli murini hanno dimostrato che, men-
tre la presenza della mutazione JAK2V617F è associata ad un
fenotipo di malattia tipo TE o PV o MFP (36), la presenza di muta-
zioni a carico di MPL è associata ad un fenotipo caratterizzato da
marcata trombocitosi con caratteristiche simili a TE e MFP (35).

Gene CALR
Le mutazioni a carico di CALR, localizzato sul cromosoma 19p32.2,
sono esclusivamente inserzioni o delezioni della sequenza terminale
dell’esone 9 e le due principali mutazioni costituenti circa l’85% di
tutti i casi mutati sono delezioni di 52 paia di basi (tipo 1:
1099_1150del; L367fs*46; 44%-53% dei casi) oppure inserzioni di
5 paia di basi (tipo 2; c.1154_1155insTTGTC; K385fs*47; 32%-
42% dei casi); le varianti delle mutazioni di tipo 1 e di tipo 2 di
CALR sono classificate come “tipo 1-like” e “tipo 2-like” sulla base
della loro analogie strutturali rispettivamente alle varianti di CALR
di tipo 1 e tipo 2 (37). CALR codifica per la proteina calreticulina,
una proteina multicomportamentale e multifunzionale, coinvolta
nella sintesi di glicoproteine, nella omeostasi del calcio e nella morte
cellulare programmata (38, 39). Differenze nella mobilizzazione del cal-
cio citosolico sono state riportate nei casi con delezione di 52 paia
di basi (40), suggerendo come questo possa essere uno dei meccanismi
attraverso cui CALR mutato esprime il suo effetto e l’espressione
della proteina mutata sembra essere ristretta alla filiera megacarioci-
taria (41). Più recentemente, è stato dimostrato che le mutazioni di
CALR causano una indipendenza dalla trombopoietina mimando
l’effetto attivante delle mutazioni di MPL (42-45). Fenotipicamente,
nelle TE i pazienti CALR positivi (vs JAK2) sono più giovani, ma-
schi, con una più alta conta piastrinica, più bassi livelli di emoglobina
e leucociti e più bassa incidenza di eventi trombotici (46). Nelle MFP,
invece, i pazienti-CALR positivi sono più giovani, con una più alta
conta piastrinica, più anemici, con leucocitosi e mutazioni dello spli-
ceosoma (47) e hanno una sopravvivenza complessivamente migliore
rispetto a quelli JAK2V617F e MPLW515 positivi (10). Questa affer-
mazione è stata dimostrata essere indipendente dall’età e dallo score
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prognostico DIPSS-plus (48). Inoltre numerosi studi clinici hanno di-
mostrato i differenti effetti fenotipici delle diverse mutazioni di
CALR: nelle MFP, il tipo 1 è di più frequente riscontro e il tipo 2 è
associato ad una ridotta sopravvivenza. Nelle TE, non sembrano es-
serci differenze in termini di decorso clinico tra le due mutazioni più
comuni di CALR: tuttavia il tipo 2 parrebbe essere associato ad una
più alta conta piastrinica alla diagnosi (49).

Regolatori epigenetici
ASXL1 (additional sex combs like-1, localizzato sul cromosoma
20q11.1) è un importante mediatore del polycomb repressive complex
1 e 2 (PRC1 e PRC2), complessi proteici coinvolti in vari processi
cellulari inclusi proliferazione, differenziazione, mantenimento del-
l’identità e plasticità cellulare (50, 51) e inoltre interagisce con BAP1,
un enzima deubiquitinizzante nucleare (52). Le mutazioni di ASXL1,
riscontrabili anche in altre neoplasie mieloidi e localizzate a livello
dell’esone 12, sono nella maggior parte casi di tipo frameshift o di
stop, e generalmente coinvolgono solo una copia del gene risultando
nella perdita del dominio PHD carbossiterminale (53, 54).
Studi su modelli cellulari e animali hanno dimostrato che mutazioni
di ASXL1 promuovono la trasformazione mieloide attraverso la per-
dita dell’inibizione del gene mediata da PCR2 (55). Nei pazienti af-
fetti da NMC, tali mutazioni sono riscontrabili in circa il 10% dei
casi (53) e in particolare nel 2%-5% di PV, 5%-10% di TE e circa
un quarto dei casi di MFP o secondaria a PV e TE (53, 56, 57). La pre-
senza della mutazione si associa a una prognosi sfavorevole in ter-
mini di sopravvivenza (58, 59).
EZH2 (enhancer of zestehomolog), localizzato sul cromosoma 7q36.1,
codifica per una delle due possibili subunità catalitiche di PRC2 (50).
Mutazioni a carico di EZH2 possono essere riscontrate sia in neo-
plasie linfoidi, (60) in genere caratterizzate da un overespressione di
EZH2, che in neoplasie mieloidi, associate ad un perdita di eterozi-
gosi (19, 61, 62). Le mutazioni possono interessare qualsiasi sequenza am-
minoacidica del gene ed includono mutazioni missense, nonsense e
codoni di stop; inoltre sono state descritte sia mutazioni monoalle-
liche che bialleliche e soggetti con stato mutazionale omozigote
hanno mostrato un trend di sopravvivenza inferiore rispetto ai pa-
zienti eterozigoti (19). Mutazioni a carico di EZH2 sono identificabili
nel 3% dei pazienti affetti da PV e nel 13% dei pazienti con MFP,
ma non nei pazienti affetti da TE (19).
TET2 (Ten-Eleven-Translocation2), localizzato sul cromosoma 4q24,
gioca un ruolo fondamentale nella normale ematopoiesi e modelli
murini mutati per questo gene mostrano un’espansione del compar-
timento delle cellule staminali, proliferazione mielomonocitica con
caratteristiche simili alla leucemia mielomonocitica cronica (63). Le
mutazioni a carico del gene TET2 sono ampiamente diffuse nel-
l’ambito delle neoplasie mieloidi (17, 64, 65) e sono per la maggior parte
piccole inserzioni, delezioni e mutazioni nonsense che comportano

la perdita di funzione della proteina. Le mutazioni di TET2 sono
state identificate in circa il 14% delle NMC (17, 66). In circa il 20%
dei pazienti sono state osservate due mutazioni, suggerendo che
l’inattivazione di una singola copia di TET2 è sufficiente per il pro-
cesso di trasformazione (67).
IDH1 e IDH2, (isocitrate dehydrogenase), localizzati rispettivamente
sul cromosoma 2q33.3 e 15q26.1, codificano enzimi che catalizzano
la decarbossilazione dell’isocitrato ad α-chetoglutarato. IDH1 e
IDH2 usano NADP+ come cofattore per generare NADPH, im-
portante nella produzione del glutatione intracellulare. IDH è quindi
fondamentale nella protezione cellulare dallo stress ossidativo. IDH1
e IDH2 sono stati descritti per la prima volta in casi di glioma a
basso grado/glioblastoma secondario (68) e successivamente in leuce-
mie acute mieloidi (69). L’incidenza nei casi di NMC in fase cronica
è tuttavia bassa (0.8% in TE, 1.9% in PV e 4.2% in MFP) versus
un’incidenza del 21.6% in fase blastica (70).

RNA splicing
Mutazioni a carico dei componenti dello spliceosoma, SF3B1 (spli-
cing factor 3B subunit 1, localizzato sul cromosoma 2q33.1), SRSF2
(serine/arginine-rich splicing factor, localizzato sul cromosoma
17q25.1) e U2AF1 (U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1, loca-
lizzato sul cromosoma 21q22.3) sono descritte nelle neoplasie mie-
loidi e sono riscontrabili in circa il 5% dei pazienti affetti da
NMC (10). Mutazioni hotspot più frequentemente descritte a carico
dei suddetti geni sono di tipo missense (16, 71) I dati attuali suggeri-
scono che le mutazioni dello spliceosoma interessano il sito di rico-
noscimento dello splice e la funzione del snRNPU2 producendo
verosimilmente una nuova proteina isoforme capace di determinare
una dominanza clonale di cellule emopoietiche staminali mutate (72).
Le mutazioni dello spliceosoma sono più frequenti nei pazienti affetti
da MFP rispetto a quelli affetti da TE, mentre sono molto rare nei
casi di PV. Recenti studi su pazienti affetti da MFP suggeriscono che
la presenza di SRSF2 conferisca una prognosi sfavorevole in termini
di sopravvivenza globale e libera da leucemia (58). 

Regolatori trascrizionali
Tp53 (tumor protein p53), localizzato sul cromosoma 17p13.1, co-
difica per la proteina p53, un fattore trascrizionale coinvolto in nu-
merose attività biologiche incluse il ciclo cellulare e l’apoptosi come
soppressore tumorale. Mutazioni germinali o somatiche di tale gene
predispongono il paziente al cancro e le forme acquisite sono riscon-
trabili in circa il 10% dei pazienti affetti da leucemia acuta mie-
loide (73). La mutazione di p53 allo stato omozigote non è associata
alla fase cronica delle NMC, mentre è documentabile in circa il 20%
di casi di leucemia acuta mieloide secondaria a NMC (74, 75).
IKZF1 (IKAROS family zinc finger), localizzato sul cromosoma 7p12,
codifica per il fattore trascrizonale Ikaros, coinvolto nella regolazione
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dello sviluppo delle cellule B e T (76). Mutazioni di questo gene sono
maggiormente documentabili nei casi di NMC in fase blastica (77) e
sono frequentemente associati a cariotipo complesso.
CBL, (Casitas B-celllymphoma), localizzata sul cromosoma
11q23.3, è una proteina multifunzionale coinvolta nel fenomeno
di ubiquitizzazione di recettori delle tirosinchinasi e nella trasdu-
zione del segnale intracellulare. Mutazioni di CBL sono state iden-
tificate in una bassa percentuale di pazienti affetti da MFP (6%),
ma non in PV e TE (78).

Modelli di progressione
La storia naturale delle NMC è caratterizzata dalla possibilità e po-
tenzialità di evolvere in mielofibrosi e leucemia acuta ed è pertanto
plausibile considerare di fondamentale importanza tanto il contri-
buto di mutazioni somatiche all’iniziazione dell’ematopoiesi clonale
e alla mieloproliferazione, quanto all’evoluzione della malattia. Negli
ultimi anni è emersa l’ipotesi di come una singola mutazione non
possa essere sufficiente all’iniziazione della malattia ma che sia ne-
cessaria una cooperazione genica sinergizzante sia all’induzione come
alla progressione della stessa. Questa complessità clonale venne ini-
zialmente suggerita dall’evidenza di leucemie acute mieloidi secon-
darie a NMC-JAK2 positive, che risultavano negative per tale
mutazione, supportando l’esistenza (o coesistenza) di cloni JAK2-
indipendenti (79). Successivamente, studi su modelli animali dimo-
strarono come la presenza della mutazione JAK2V617F a livello della
cellula staminale emopoietica fosse capace di iniziare la malattia ma
conferisse solo un debole vantaggio in termini di self-renewal e cre-
scita cellulare, (80, 81) lasciando aperta la possibilità che altre mutazioni
potessero intervenire nell’iniziazione della malattia. Negli anni, studi
con tecniche di sequenziamento genico e di genotipizzazione hanno
permesso di identificare non solo il profilo mutazionale delle NMC
ma anche l’ordine temporale di acquisizione della mutazione che è
capace di influenzare il comportamento delle cellule staminali emo-
poietiche e delle cellule progenitori, condizionando il fenotipo della
malattia e la risposta alla terapia. In generale, mutazioni a carico di
TET2 e DNMT3A sono considerate eventi genetici acquisiti prece-
denti a JAK2V617F (o coesistenza di cloni separati) mentre, ASXL1,
EZH2 e IDH1 sono spesso successivi a questo; lo stesso pattern di
evoluzione clonale è simile per CALR (82).

Fattori di rischio genetico
Ad oggi, numerosi sono i fattori di rischio identificati nelle NMC,
associati ad una evoluzione in senso fibrotico e/o leucemico. Studi
mediante tecnologie di next-generation sequencing (NGS) hanno per-
messo l’identificazione di mutazioni responsabili della progressione
delle NMC (9): un aumentato numero di mutazioni è correlato alla
progressione di malattia ed è stato documentato essere un marker di
prognosi in termini di sopravvivenza e trasformazione leucemica. (15)

Tuttavia, è stato dimostrato che le NMC non sono associate a un
forte stato ipermutabile e rare sono le mutazioni somatiche addizio-
nali identificabili durante il corso di malattia (15).
Come in precedenza descritto, nei pazienti affetti da PV la carica al-
lelica di JAK2 si associa a uno specifico fenotipo e numerosi studi
hanno identificato la presenza in omozigosi della mutazione
V617F (83, 84) o di una sua carica allelica superiore al 50% (31, 85 86) come
fattore di rischio di trasformazione in mielofibrosi, mentre non sem-
bra avere alcun impatto sulla leucemogenesi. (87) Nei pazienti affetti
da TE e MFP, invece, la presenza della mutazione JAK2V617F o una
sua elevata carica allelica non hanno alcun impatto in termini di evo-
luzione mielofibrotica e/o leucemica (88-91). 
La mutazione MPL ed in particolare una sua elevata carica allelica
nei pazienti affetti da TE associata ad un acquired copy-neutral loss
of heterozygosity - CN-LOH del cromosoma 1, corrispondente ad
una transizione dallo stato di eterozigosi a quello di omozigosi dello
stesso gene, è correlata ad un maggior rischio di evoluzione in senso
mielofibrotico, (92) mentre non sembra avere alcun impatto in termini
di trasformazione fibrotica e leucemica nelle altre NMC (90, 93-95).
Il ruolo delle mutazioni di tipo 1 e 2 di CALR nei pazienti affetti da
TE rimane ancora non del tutto chiarito: infatti i risultati di uno
studio multicentrico italiano dimostranti l’impatto prognostico in
termini di trasformazione mielofibrotica delle mutazioni di tipo 1
(e tipo 1-like) di CALR (40) non sono stati confermati da un analogo
studio condotto dalla Mayo Clinic (96). 
Recentemente Tefferi e coll. (46) hanno dimostrato che le mutazioni
a carico di SRSF2 e IDH2 sono prognosticamente rilevanti in ter-
mini di trasformazione leucemica e mielofibrotica per i pazienti af-
fetti da PV; nei pazienti affetti da TE, TP53 ed EZH2 risultavano
significativi in termini di trasformazione leucemica, mentre SF3B1
e U2AF1 lo erano per la trasformazione mielofibrotica.
I pazienti affetti da MFP sono caratterizzati da un numero maggiore
di mutazioni somatiche rispetto a PV e TE: la presenza di almeno
uno dei cinque geni mutati (ASXL1, EZH2, SRSF2 e IDH1/2) è as-
sociata ad una ridotta sopravvivenza ed in particolare lo stato muta-
zionale ASXL1-pos/CALR-neg (59). In aggiunta, la presenza di due o
più tra queste mutazioni è correlata ad un aumentato rischio di evo-
luzione leucemica (97). Studi di NGS hanno identificato il ruolo av-
verso in termini di sopravvivenza e trasformazione leucemica delle
mutazioni a carico di ASXL1, SRSF2, CBL, KIT, RUNX1, SH2B3
e CEBPA (98). Le anomalie citogenetiche non sembrano avere alcun
impatto prognostico in senso mielofibrotico per i pazienti affetti da
PV (99) e TE (100) mentre il ruolo della terapia citotossica nell’evolu-
zione della malattia non è ancora univocamente riconosciuto (101-103).
Infine, per quanto concerne le forme di mielofibrosi secondarie a
PV e TE, sono stati recentemente pubblicati i risultati dello studio
multicentrico MYSEC, condotto su 781 pazienti: nelle forme se-
condarie a TE, i pazienti JAK2 positivi e i tripli negativi hanno un
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aumentato rischio di evoluzione a leucemia acuta se confrontati con
le forme CALR mutate (104).
Nell’ultimo decennio, grazie anche alla disponibilità di tecniche
all’avanguardia di sequenziamento genico, capaci di identificare
mutazioni non altrimenti identificabili con tecnologie convenzio-

nali, la comprensione delle basi genetiche delle NMC è sicura-
mente migliorata portando non solo a una migliore definizione
diagnostica, come recentemente evidenziato dalla classificazione
delle neoplasie mieloidi dell’Organizzazione Mondiale della Sanità
WHO, ma anche prognostica.
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Leucemia linfatica cronica

Gian Matteo Rigolin, Antonio Cuneo
UO di Ematologia - Azienda Ospedaliero Universitaria Arcispedale S. Anna, Ferrara

Introduzione
La leucemia linfatica cronica (LLC) è la leucemia più frequente nel
mondo occidentale rappresentando circa il 40% di tutte le forme
leucemiche. (1) La LLC è un disordine linfoproliferativo cronico dal
comportamento clinico eterogeneo che riflette una complessa se-
quenza di eventi patogenetici tra i quali spiccano la stimolazione cro-
nica del B-cell receptor (BCR) da parte di (auto)antigeni, e
l’acquisizione di numerose lesioni genetiche. Se la maggior parte dei
pazienti presenta infatti un quadro relativamente indolente che
spesso non richiede alcun trattamento per lunghi periodi di tempo,
vi sono tuttavia alcuni casi nei quali vi è una evoluzione della malattia
rapidamente progressiva tale da rendere necessario un precoce inter-
vento terapeutico. (2, 3) Nella pratica clinica è quindi di fondamentale
importanza definire il rischio di progressione e predire la risposta al
trattamento soprattutto alla luce dell’armamentario terapeutico che
oggi si avvale non solo delle diverse combinazioni di chemioimmu-
noterapia ma anche di nuovi farmaci che hanno come bersaglio i
meccanismi patogenetici della malattia. (4) A tal fine, i più moderni
algoritmi terapeutici prendono in considerazione non solo l’età e la
presenza di comorbidità ma anche numerosi fattori prognostici e
predittivi tra i quali rivestono particolare importanza quelli genetico
molecolari. Tra questi ultimi, vi sono la configurazione non mutata
della regione variabile del gene per la catena pesante delle immuno-
globuline (IGHV) (5), specifiche lesioni citogenetico molecolari iden-
tificate mediante l’ibridazione in situ fluorescente (FISH) (6), e lo
studio di svariati geni tra cui TP53, NOTCH1, SF3B1 e BIRC3. (7)

Il sempre maggior affinamento delle tecniche di sequenziamento ci
ha inoltre consentito di scoprire come nella LLC vi sia un notevole
grado di eterogeneità genetica ed epigenetica che può aiutare a com-
prendere meglio la storia naturale della malattia ed a spiegare quindi
l’eterogeneo comportamento che si osserva nella pratica clinica quo-
tidiana. (8-10) Scopo della presente rassegna è quello di descrivere le
principali lesioni genetico-molecolari nella LLC e inquadrare il fe-
nomeno della evoluzione clonale in relazione alla patogenesi ed evo-
luzione della malattia.

Lesioni genetiche ricorrenti
Circa l’80% dei pazienti con LLC presenta alla diagnosi anomalie
cromosomiche. (6) Queste alterazioni citogenetiche correlano con il
decorso della malattia e sono pertanto utilizzate nella pratica clinica
per l’inquadramento prognostico e terapeutico. Più recentemente
è stato rivalutato il ruolo prognostico delle aberrazioni del cariotipo
ed in particolare del cariotipo complesso, (11-14) mentre ampi studi,
per lo più retrospettivi, hanno dimostrato il ruolo prognostico ne-
gativo delle mutazioni di vari geni tra i quali TP53, NOTCH1,
SF3B1 e BIRC3 sia sul tempo al primo trattamento che sulla so-
pravvivenza complessiva. (7, 15-19) Questi dati sono stati poi in parte
confermati nell’ambito di studi clinici prospettici di pazienti trattati
con protocolli terapeutici omogenei, (12, 20, 21) portando all’inseri-
mento delle lesioni di TP53 nei sistemi prognostici (17, 22) tra cui il
recente CLL-IPI (23) allo scopo di aiutare i clinici nell’inquadra-
mento prognostico terapeutico. 
Le tecniche di sequenziamento hanno evidenziato numerose muta-
zioni geniche ricorrenti, anche se molti di questi geni studiati risul-
tano mutati solo in piccole frazioni di pazienti (Figura 1). (7, 15, 16, 18)

Spesso è inoltre possibile osservare la contemporanea presenza di più
di una lesione genetico molecolare con alcune associazioni preferen-
ziali quali ad esempio la delezione 17p e le mutazioni di TP53, (21) o
la delezione 11q e le mutazioni di ATM (24) o le mutazioni di
NOTCH1 e la trisomia del cromosoma 12. (25, 26) Circa due terzi
delle combinazioni ricorrenti coinvolgono le delezioni 13q e 11q, e
le mutazioni di SF3B1 e di ATM mentre nell’8% dei pazienti non
si riscontrano tuttavia alterazioni genetiche o molecolari note. (10)

In aggiunta, la valutazione della frequenza delle varianti alleliche
(VAF) ha consentito di identificare e quantificare anche il fenomeno
della eterogeneità intratumorale e di analizzare l’architettura clonale
e lo sviluppo filogenetico della malattia identificando eventi prefe-
renzialmente clonali che insorgono precocemente accanto ad eventi
preferenzialmente subclonali e ad insorgenza tardiva. (10)

Pur nell’eterogeneità dei quadri genetico/molecolari, è tuttavia pos-
sibile assegnare i vari geni mutati a specifici programmi biologici,
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delineando così alcune vie di segnale comuni che risultano inte-
ressate da queste mutazioni (Tabella 1). (8, 15, 16, 27-31)

Un ulteriore aspetto di complessità che può contribuire alla com-
prensione della eterogeneità clinica deriva dal diverso tipo di cellula
di origine coinvolta nel processo leucemico in relazione allo stato
mutato o non mutato dei geni IGHV. In particolare, le LLC con
IGHV mutato presentano un più ristretto spettro di mutazioni dri-
ver rispetto alle forme non mutate. (18) Lo spettro di mutazioni geni-
che ricorrenti varia inoltre anche in rapporto ai diversi subset di LLC
relativamente alla stereotipia del B-cell receptor. (32)

del13q14 La delezione del braccio lungo del cromosoma 13 è la
lesione genetica più frequentemente osservabile nei pazienti con
LLC. (6) Essa è presente in circa il 50-60% dei casi e nell’80% di que-
sti è di tipo monoallelico. (8) È spesso la sola lesione genetica presente
e nella maggior parte dei casi si associa ad uno stato mutato di

IGHV. Le dimensioni della delezioni sono eterogenee ma la minima
regione deleta include il locus DLEU2 (deleted in lymphocytic leuce-
mia 2) che codifica per il long non-coding RNA (lncRNA) DLEU2,
il cluster dei microRNA MIR15A-MIR16-1, il gene del lncRNA
DLEU1 e, in alcuni casi per il gene DLEU7, che codifica per un re-
golatore putativo negativo del complesso trascrizionale del fattore
nucleare κb (NF-κb). (33-38) Nei modelli animali la delezione 13q14
causa dei disordini linfoproliferativi che ricapitolano le fasi di ma-
lattia della LLC anche se si ritiene siano necessarie ulteriori lesioni
genetiche per determinarne lo sviluppo. (8) In particolare, si ritiene
che i microRNA mir15a e miR16-1 svolgano un ruolo di soppressori
tumorali esercitando la loro azione inibitoria su geni coinvolti nel
ciclo cellulare (39) e regolando l’espressione di BCL-2. (40) Recente-
mente è stato dimostrato come il rimpiazzo di questi microRNA
possa determinare una regressione tumorale sia in vitro che in mo-

Figura 1 - Frequenza percentuale delle aberrazioni cromosomiche (A) e delle mutazioni geniche somatiche (B) nella LLC.

Legenda. ANKHD1, ankyrin repeat and KH domain containing 1; ARID1A, AT-rich interaction domain 1A; ASXL1, additional sex combs like 1; ATM, ataxia telangiectasia mutated;
ATRX, alpha thalassaemia/mental retardation syndrome X-linked; BAX, BCL-2-associated X protein; BAZ2A, bromodomain adjacent to zinc finger domain 2A; BIRC3, baculoviral IAP
repeat containing 3; BCOR, BCL6 co-repressor; CCND2, cyclin D2; CDKN, cyclin-dependent kinase inhibitor; CHD2, chromodomain helicase DNA binding protein 2; CNOT3, CCR4-
NOT transcription complex subunit 3; CREBBP, CREB-binding protein;DDX3X, DEAD box helicase 3, X-linked; EGR2, early growth response 2; FBXW7, F-box and WD repeat domain
containing 7; FUBP1, far upstream element (FUSE) binding protein 1; HIST1H1B, histone cluster 1, H1b; IKZF3, IKAROS family zinc finger 3; IRAK1, interleukin 1 receptor-associated
kinase 1; IRF4, interferon regulatory factor 4; KLHL6, kelch like family member 6; LUC7L2, LUC7-like 2 pre-mRNA splicing factor; MMAP2K1, mitogen-activated protein kinase 1;
MED12, mediator complex subunit; MGA, MAX dimerization protein; MLL2, mixed-lineage leukaemia 2; MYD88, myeloid differentiation primary response 88; NFKBIE, NFκ light po-
lypeptide gene enhancer in B cells inhibitor-ε; NKAP, NF-κb activating protein; NXF1, nuclear RNA export factor 1; PAX5, paired box 5; POLR3B, polymerase (RNA) III (DNA directed)
polypeptide B; POT1, protection of telomeres 1; PTPN11, protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11; RPS15, ribosomal protein S15; SAMHD1, sterile alpha motif and HD do-
main-containing protein 1; SETD2, SET domain containing; SF3B1, splicing factor 3b subunit 1; SKIV2L2, superkiller viralicidic activity 2-like 2; SYNE1, spectrin repeat containing,
nuclear envelope 1; TLR2, Toll-like receptor 2; TRAF3, TNF receptor-associated factor 3; XPO1, exportin 1; ZMYM3, zinc finger, MYM-type 3; ZNF292, zinc finger protein 292.
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delli animali in vivo anche se questo fenomeno non risulta essere li-
mitato ai soli casi con delezione 13q. (41) La delezione 13q si associa
generalmente ad una buona prognosi sebbene i pazienti con una de-
lezione che include anche il gene RB1 (circa il 20% dei casi) pre-
sentino una prognosi un po’ meno favorevole. (42)

Trisomia 12 La trisomia del cromosoma 12 è presente in circa il
15% dei pazienti con LLC. (6) Non è ancor stato ben chiarito attra-
verso quale meccanismo eziopatogenetico la trisomia 12 contribui-
sca allo svilupparsi della malattia. La trisomia 12, considerata
storicamente una lesione citogenetica a rischio intermedio, deter-
mina una prognosi più sfavorevole quando si associa a mutazioni
di NOTCH1. (43) Nei pazienti con trisomia 12 è stata anche osser-
vata una maggiore incidenza di seconde neoplasie ed evoluzione in
sindrome di Richter. (44)

del11q22-23 e mutazioni di ATM La delezione del braccio lungo
del cromosoma 11 si riscontra in circa il 10-15% dei pazienti con
LLC. (6) Generalmente si associa ad un stato non mutato di IGHV
e ad una malattia con un importante interessamento adenopa-
tico. (45, 46) Questa delezione è generalmente di tipo monoallelico e

di grandi dimensioni (> 20 megabasi) ed include il gene oncosop-
pressore ATM (Atassia Telegectasia Mutated) che codifica per una
proteina che svolge un ruolo importante nella risposta cellulare al
danno del DNA. (47) Più di un terzo dei casi con delezione 11q pre-
senta una mutazione del rimanente allele di ATM, mentre una mu-
tazione di ATM in assenza di delezione 11q è osservabile solo in una
parte minore dei pazienti suggerendo un possibile ruolo patogenetico
della aploinsufficienza di ATM. (11, 15, 16, 24, 28, 48-53) In alcuni casi di de-
lezione 11q non vi è il coinvolgimento di ATM ma del gene BIRC3
(Baculoviral IAP Repeat Containing 3) un regolatore negativo della
via non canonica di NF-κb. (54) I casi con delezione 11q ed interes-
samento di ATM presentano instabilità genomica con l’acquisizione
di lesioni genetiche aggiuntive e resistenza ai trattamenti. (45)

del6q21 La delezione del braccio lungo del cromosoma 6 è pre-
sente in circa il 5-6% dei casi con LLC ed in circa il 40% dei casi
si può presentare come singola anomalia. (11) I pazienti con delezione
6q si caratterizzano per una elevata incidenza di morfologia atipica,
positività per il CD38 ed una prognosi assimilabile al gruppo a ri-
schio citogenetico intermedio. (55)
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Tabella 1 - Lesioni genetiche e programmi biologici implicati nella patogenesi della LLC.

Programmi biologici Lesioni genetiche

Notch NOTCH1 SPEN FBXW7 CREBBP

B Cell Receptor 
NF-kB
Toll Like Receptor

BCL6
BCOR
BIRC3
BRAF
BTK

CD79A
CD79B EGR2
IKZF3
IRAK1
IRF4

KLHL6
MAP2K1
MAP2K3
MYD88
NFKBIE
NKAP

PAX5
PKC 
PLCgamma 2
TLR2
TRAF3

Struttura cromatinica e del genoma ARID1A
ASXL1
ATRX
BAZ2A
CHD2

CREBBP
FUBP1
HIST1H1B
HIST1H1C
MED12

MED1
MLL2
POLR3B
SETD1A
SETD2

SYNE1
ZMYM3

Risposta al danno del DNA ATM
ATR

BRCC3
Del11q

Del17p
POT1

SAMHD1
TP53

Apoptosi e Ciclo cellulare ANKHD1
BAX
BRAF

CCND2
CDKN1B
CDKN2A

Del13q14
KRAS
NRAS

PTPN11
TP53

Metabolismo RNA CNOT3
DDX3X
LUC7L2

MED12
MGA
NXF1

RPS15
SF3B1
SKIV2L2

XPO1
ZNF292

Altre Trisomia 12
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del17p13 e mutazioni di TP53 La delezione del braccio corto del
cromosoma 17 è presente alla diagnosi in circa il 5-7% dei pazienti (6).
Questa delezione interessa il gene oncosoppressore TP53 che
nell’80% circa dei casi risulta mutato ed inattivato anche nell’allele
rimanente. (18, 38, 56) L’inattivazione di TP53, comportando instabilità
genetica, si associa generalmente a cariotipi complessi ed a prognosi
severa (28, 29, 57-61) anche se sono stati osservati casi, per lo più con con-
figurazione mutata di IGHV nei quali la prognosi non sembrerebbe
così sfavorevole. (62, 63) Le mutazioni di TP53, anche in assenza di de-
lezione del secondo allele in 17p13, si associano ad una scarsa risposta
ai trattamenti chemioimmunoterapici a conferma della funzione do-
minante negativa di TP53. (64-69) La rilevanza prognostica delle dele-
zioni 17p13 e mutazioni di TP53 ha portato all’inclusione delle
aberrazioni di TP53 quale fattore prognostico più importante nel si-
stema prognostico CLL-IPI. (23) Recentemente è stato osservato come
anche mutazioni subclonali di TP53 conferiscano una analoga pro-
gnosi severa. (70-72) Il riscontro di delezioni o mutazioni di TP53 as-
sume oggi particolare rilevanza dal punto di vista terapeutico in
considerazione della scarsa risposta che questi pazienti presentano ai
trattamenti chemioimmunoterapici ed alla disponibilità di tratta-
menti con farmaci inibitori del BCR signalling. (73)

Altre lesioni citogenetiche Altre lesioni citogenetiche che si ri-
scontrano con minore frequenza sono rappresentate da: le amplifi-
cazioni del cromosoma 2p nel 2-7% dei casi che contengono i geni
MYCN, REL, e BCL11A, (74, 75) le amplificazioni del cromosoma
8q nel 2-4% dei casi responsabili delle amplificazioni di MYC (76) e
le delezioni del cromosoma 8p nel 2-5% dei casi e del cromosoma
15q nel 4% dei casi che interessano rispettivamente i geni
TNFRSF10A/B (77) e MGA. (38)

Mutazioni di NOTCH1 Il gene NOTCH1 codifica per una pro-
teina recettoriale transmembranaria che in risposta al legame di spe-
cifici ligandi va incontro a modificazioni conformazionali che
determinano, dopo vari clivaggi proteolitici, la migrazione della por-
zione intracellulare ICN1 nel nucleo e quindi l’attivazione di pro-
grammi trascrizionali che regolano la proliferazione e la
sopravvivenza cellulare. (8) Mutazioni della porzione codificante del
gene NOTCH1 sono presenti in circa il 10-14% dei pazienti con
LLC alla diagnosi. (31, 53) Queste mutazioni si associano generalmente
ad uno stato non mutato di IGHV e nel 40% di casi alla presenza
di una trisomia del cromosoma 12 suggerendo una sinergia tra que-
ste due lesioni genetiche. (43) Le mutazioni di NOTCH1 comporte-
rebbero, nei pazienti con trisomia 12, una modulazione
dell’espressione dell’integrina beta2 nel contesto di una generale
upregolazione funzionale del signalling delle integrine. (26) La maggior
parte delle mutazioni di NOTCH1 osservate nella LLC comportano
la formazione di una proteina transmembranaria troncata con abro-
gazione del dominio PEST che è necessario per il riconoscimento e
successivo processo di degradazione nel proteasoma da parte della

ubiquitino ligasi FBXW7 (F-box and WD repeat containing protein
7). (8) In casi privi di mutazioni stabilizzanti di NOTCH1 sono state
descritte mutazioni che interessano la regione non tradotta 3’ del
gene (circa il 3% dei pazienti con LLC) con conseguente splicing
aberrante del dominio PEST (53) oltre che mutazioni, molto rare, che
inattivano il gene FBXW7. (53, 78) Queste diverse lesioni genetiche
comportano in ultima analisi una deregolazione dell’espressione di
ICN1 e quindi l’attivazione di programmi trascrizionali correlati a
NOTCH1 con implicazioni in termini di sopravvivenza cellulare e
modulazione dei segnali apoptotici. (79) Le mutazioni di NOTCH1
sono risultate associate a più breve tempo al primo trattamento ed
ad una più breve sopravvivenza globale (53) probabilmente per una
ridotta espressione del CD20 che pertanto determinerebbe in questi
pazienti un minor beneficio dei trattamenti che utilizzano gli anti-
corpi monoclonali anti CD20. (80)

Mutazioni di SF3B1 Il gene SF3B1 (splicing factor 3b subunit 1)
codifica per un componente importante dello spliceosoma che par-
tecipa alle fasi iniziali dello splicing del RNA. (8) Le mutazioni del
gene SF3B1 sono presenti in circa il 10% della LLC alla
diagnosi. (15, 16, 18, 31, 53, 81, 82) La maggior parte di questi casi sono
IGHV non mutati. Le mutazioni di SF3B1 sono di tipo eterozigote
e missense e mappano nella regione C terminale del gene compor-
tando una alterata interazione tra la proteina e l’RNA. Circa il 50%
di queste mutazioni è rappresentata dalla variante K700E. (16) Oltre
che nello splicing, le mutazioni di SF3B1 possono avere un ruolo
nei processi di risposta al danno del DNA come suggerito dall’as-
sociazione con le delezioni 11q e dalle risposte trascrizionali alterate
di ATM e p53 nei casi privi di alterazioni di ATM e/o TP53. (83) Le
mutazioni di SF3B1 possono inoltre comportare una disregolazione
di altre funzioni cellulari quali il mantenimento dei telomeri ed il
signalling di Notch (84) Altri geni implicati nello splicing possono es-
sere mutati, con minor frequenza nella LLC (Tabella 1): nel com-
plesso circa il 30% delle LLC ha mutazioni in geni implicati nello
splicing. (85) La presenza di mutazioni di SF3B1 è stata associata ad
un più breve tempo al primo trattamento e ad una minore soprav-
vivenza globale (7) ed alla chemorefrattarietà a trattamenti con flu-
darabina. (86)

Mutazioni di BIRC3 Le mutazioni di BIRC3 si osservano in circa
il 4% dei casi di LLC alla diagnosi. (15, 16, 18, 53) Per effetto delle muta-
zioni si ha la formazione di una proteina inattiva troncata priva del
dominio RING C-terminale che è coinvolto nella attività della ubi-
quitino ligasi E3 richiesta per la degradazione nel proteasoma di
MAP3K14, un attivatore chiave della via canonica di NF-κb. Il ri-
sultato di questa mutazione è pertanto una attivazione costitutiva di
NF-κb. (7) Oltre alle mutazioni, nella LLC possiamo avere anche de-
lezioni monoalleliche di BIRC3 in casi con delezioni 11q. L’altera-
zione di BIRC3 si associa ad una prognosi sfavorevole (17) e ad una
chemorefrattarietà ai regimi contenenti fludarabina. (54)
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Mutazioni di MYD88 MYD88 (myeloid differentiation primary
response 88) è un gene che codifica per una proteina citoplasma-
tica adattatrice implicata nella via del toll-like receptor (TLR) che
interviene in svariate funzioni B cellulari tra le quali l’attivazione
di NF-κb. (87) Il gene MYD88 è mutato in circa il 5% di tutte le
LLC alla diagnosi. (15, 31) Le mutazioni di MYD88 si associano ad
una età più giovane dei pazienti e quasi esclusivamente ad uno
stato mutato di IGHV. (88) Le mutazioni interessano uno specifico
residuo aminoacidico (L265) che è mutato anche nei linfomi dif-
fusi a grandi cellule B tipo ABC (activated B cell) (89) e nella ma-
croglobulinemia di Waldenstrom. (90) Questa mutazione avviene
a livello del dominio TIR (Toll/Interleukin 1 receptor) e determina
una aumentata capacità legante di MYD88 con la chinasi IRAK1
(Interleukin-1 receptor-associated kinase 1) con conseguente au-
mentata fosforilazione ed attivazione di varie molecole bersaglio
tra cui STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3)
e la subunità p65 di NF-κb. (87)

Mutazioni di POT1 Il gene POT1 (protection of telomeres 1) co-
difica per un componente del complesso della proteina shelterina
ed è implicato nella protezione dei telomeri. (30) Recentemente è
stato inoltre dimostrato che mutazioni germline nel complesso dei
geni della shelterina si associano a LLC familiari suggerendo che
quindi alterazioni della regolazione dei telomeri possano avere un
ruolo nello sviluppo della LLC. (91) POT 1 è mutato in circa il 3%
dei pazienti e si associa ad una malattia in genere in stadio avanzato
e con uno stato di IGHV non mutato. (15, 16, 18, 31, 53) La maggior parte
delle mutazioni di POT1 interessano la regione N terminale impli-
cata nella interazione con le sequenze TTAGGG del DNA deter-
minando un legame con il DNA non stabile e pertanto rotture ed
alterazioni strutturali del DNA senza evidenza di una risposta cel-
lulare al danno del DNA. (30)

Mutazioni di XPO1 Il gene XPO1 (exportin 1) codifica per una
proteina che svolge un ruolo importante nel trasporto nucleocito-
plasmatico. Mutazioni di XPO1 sono presenti in circa il 3% dei
pazienti con LLC (10) e si associano a più alte percentuali di cellule
con immunofenotipo da LLC, con l’espressione di CD38 e ZAP70,
con la presenza di mutazioni di NOTCH1 e con uno stato non
mutato di IGHV. (7)

Mutazioni di NFKBIE NFKBIE (NFκ light polypeptide gene en-
hancer in B cells inhibitor-ε) è un gene che codifica per un regolatore
negativo della via canonica di NF-κb. Risulta mutato in modo mo-
noallelico in circa l’1-3% delle LLC. (7) Le mutazioni determinano
la formazione di un inibitore ε troncato il quale, perdendo la propria
funzione di limitare la migrazione dei dimeri NF-κb nel nucleo,
comporterebbe una attivazione della via di NF-κb. Le mutazioni di
NFKBIE si associano ad una prognosi più severa. (92) 

Mutazioni di FBXW7 Il gene FBXW7 (F-Box and WD40 domain
protein 7) codifica per una ubiquitino ligasi nel signalling di

NOTCH1 (vedi sopra). Mutazioni di BXW7 sono presenti in circa
il 2-3% dei casi di LLC, sono per lo più di tipo missense e si associano
alla espressione del CD38 e alla trisomia del cromosoma 12 e risul-
tano mutualmente esclusive con le mutazioni di SF3B1. (7)

Mutazioni di EGR2 Il gene EGR2 (early growth response 2) codifica
per un fattore trascrizionale implicato nella differenziazione delle
cellule emopoietiche. (93) Mutazioni EGR2 sono riscontrabili nel
3.8% delle LLC e sono associate ad una giovane età alla diagnosi,
ad uno stadio clinico avanzato, alla espressione del CD38 e ad uno
stato non mutato di IGHV. I pazienti con mutazioni di EGR2 pre-
sentano inoltre lesioni di ATM nel 42% dei casi, mutazioni di TP53
nel 18% e mutazioni di NOTCH1/FBXW7 nel 16%. Le mutazioni
di EGR2 predicono in modo indipendente per un più breve tempo
al primo trattamento e una peggiore sopravvivenza globale. (94)

Mutazioni di RPS15 RPS15 è un gene che codifica per la proteina
ribosomale S15, un componente della subunità ribosomale 40S. Re-
centemente è stata anche descritta una interazione tra RPS15 e
MDM2/MDMX18 e una ridotta stabilizzazione e aumentata de-
gradazione di p53 nei casi con mutazioni di RPS15 rispetto ai casi
wild-type, suggerendo un possibile nuovo meccanismo molecolare
nella patogenesi della LLC. (95) Questo gene risulta mutato in circa
il 20% dei pazienti che recidivano dopo FCR e in circa il 3-4% dei
pazienti arruolati in protocolli clinici di prima linea. Le mutazioni
di RPS15 si associano generalmente alla presenza di fattori progno-
stici negative quali uno stato IGHV non mutato e la presenza di
mutazioni di TP53 e quindi ad una ridotta sopravvivenza. (96)

Multi-hit profile Nella LLC pochi geni sono mutati con una certa
frequenza mentre la maggior parte dei geni presentano alterazioni
solo in piccole frazioni di pazienti. Considerato il sempre maggior
numero di geni che vengono studiati e trovati mutati non è infre-
quente la possibilità che più geni possano risultare mutati nello
stesso paziente, configurando quadri mutazionali cosiddetti multi-
hit. Mediante analisi di sequenziamento in NGS si è osservato che
alla diagnosi, studiando un pannello di 20 geni, il 18.0% dei pa-
zienti presentava 2 o più mutazioni, mentre in pazienti che neces-
sitavano trattamento, arruolati nel trial clinico CLL11, si sono
osservate mutazioni in 42 degli 85 geni analizzati, con il 42.2% dei
pazienti che presentava ≥2 geni mutati. (12) Il numero delle muta-
zioni si è dimostrato correlare con un più breve tempo al tratta-
mento e peggiore sopravvivenza. (15, 97)

Subcloni La dimostrazione che subcloni con mutazioni di TP53
conferiscono lo stesso significato prognostico dei cloni maggiori e la
disponibilità di tecniche di sequenziamento sempre più sensibili
(ultra deep NGS) che consentono di studiare mutazioni subclonali
con frequenza allelica minore dell’1% ha portato ad estendere lo stu-
dio delle mutazioni subclonali anche ad altri geni frequentemente
mutati nella LLC. Si è potuto quindi dimostrare che mutazioni di
TP53 erano presenti nel 10.6% dei pazienti (6.4% clonali, 4.2%

Leucemia linfatica cronica



subclonali), mutazioni di ATM nell’11.1% (7.8% clonali, 1.3% sub-
clonali, 2% mutazioni germ line considerate patogenetiche), muta-
zioni di SF3B1 nel 12.6% (7.4% clonali, 5.2% subclonali),
mutazioni di NOTCH1 nel 21.8% (14.2% clonali, 7.6% subclo-
nali), e mutazioni di BIRC3 nel 4.2% (2% clonali, 2.2% subclo-
nali). (98) Si è confermato il ruolo prognostico negativo in termini di
sopravvivenza globale per le mutazioni suclonali di TP53 mentre fra
gli altri geni solo le mutazioni subclonali di NOTCH1 correlavano
con un più breve tempo al primo trattamento. (98) Similmente in un
altro studio si è evidenziato che le mutazioni subclonali di SF3B1,
NOTCH1 e BIRC3 non impattavano sulla sopravvivenza globale
mostrando un minor grado di aggressività rispetto alle mutazioni
subclonali di TP53. (99) In considerazione della numerosità dei geni
che possono risultare mutati nella LLC, della complessità del quadro
genomico che è emerso e del continuo avanzamento tecnologico in
futuro sarà importante definire quali geni avranno un impatto cli-
nicamente significativo, quale cut-off di VAF sarà da considerare cli-
nicamente e prognosticamente significativo, se questo valore sarà da
considerare o meno gene specifico, e quale sarà la migliore e più ade-
guata tecnologia per affrontare lo studio di questi subcloni. (100, 101)

Cariotipo e cariotipo complesso Nell’ultimo decennio grazie al-
l’utilizzo di nuove tecniche di stimolazione cellulare che utilizzano i
cosiddetti nuovi mitogeni (CD40 ligand o la combinazione di IL2
e CpG-oligodeoxynucleotides), è stato possibile ottenere metafasi va-
lutabili in oltre 90% dei casi di LLC migliorando notevolmente il
tasso di successo dell’analisi citogenetica rispetto al periodo prece-
dente nel quale si utilizzavano i classici stimolatori. (11) In questo
modo sono state acquisite informazioni su alterazioni citogenetiche
che la FISH, con il tradizionale pannello a 4 sonde (trisomia 12, de-
lezioni 13q14, 17p13. 11q22), non consentiva di ottenere, dimo-
strando che oltre l’80% dei pazienti con LLC presenta anomalie
cariotipiche. (11) Con l’utilizzo dei nuovi mitogeni si è potuto dimo-
strare che circa il 30% dei pazienti con FISH normale, cioè negativa
per la presenza di alterazioni con il classico pannello FISH a 4 sonde,
presenta anomalie del cariotipo e come queste anomalie si associno
ad una prognosi più sfavorevole in termini di tempo al primo trat-
tamento e sopravvivenza complessiva. (102)

Un cariotipo complesso definito dalla presenza di 3 o più anomalie
citogenetiche è risultato presente in circa il 10-15% dei pazienti alla
diagnosi ed è stato individuato come un fattore predittivo indipen-
dente per un tempo più breve al primo trattamento e per una più
breve sopravvivenza globale in pazienti analizzati alla dia-
gnosi. (13, 14, 97, 103) Il cariotipo complesso e le mutazioni di POT1 si
sono inoltre dimostrati essere fattori prognostici negativi indipen-
denti per la sopravvivenza globale dopo il trattamento di prima linea
con regimi comprendenti clorambucile e anticorpi anti CD20, (12)

mentre nei casi di LLC recidivanti/refrattari trattati con regimi a
base di ibrutinib, il cariotipo complesso è risultato più forte della

delezione 17p13 nel predire una prognosi sfavorevole. (104) Il cariotipo
complesso risulta spesso associato ad uno stato non mutato del gene
IGHV ad aberrazioni del cromosoma 17p. (13)

Allo stesso modo, un cariotipo sfavorevole che include il cariotipo
complesso e le delezioni del 11q e 17p predice una più breve so-
pravvivenza e tempo al primo trattamento e rappresenta il più im-
portante parametro prognostico per la progressione della malattia
in pazienti non selezionati alla diagnosi (14) e consente inoltre di
identificare, fra i pazienti ad alto rischio citogenetico molecolare,
quelli che presentano un maggior rischio di refrattarietà ai tratta-
menti chemioimmunoterapici. (63)

L’analisi del cariotipo ha inoltre consentito di evidenziare trasloca-
zioni cromosomiche in circa il 30% di tutti i casi di LLC. (13, 105) Il
70% circa di queste traslocazioni è presente come singolo evento
mentre i rimanenti casi presentano più di una traslocazione. Circa
il 50-60 % sono traslocazioni bilanciate mentre la restante parte
sono non bilanciate. In circa un terzo dei casi le traslocazioni sono
presenti nell’ambito di un cariotipo complesso. (13) I cromosomi più
frequentemente coinvolti nelle traslocazioni sono 13q (13.9%), se-
guito da 14q (6.9%), 18q (5.5%), 17p (4.5%), 17q (3.8%), 2p
(3.5%), 1p (3.4%), 5q (3.3%), e 11q (3.1%). A differenza dagli
altri disordini linfoproliferativi B cellulari, nella LLC le traslocazioni
bilanciate ricorrenti sono molto rare e sono rappresentate in circa
il 2% dei casi dalla t(14;18)(q32;q21) che coinvolge il gene BCL2
tutti con IGHV mutato. (13, 15) La presenza di traslocazioni si associa
ad una significativa riduzione del tempo al primo trattamento e
della sopravvivenza. (105-107)

Evoluzione clonale
La disponibilità di tecniche di analisi molecolare sempre più sofi-
sticate e sensibili ha consentito di comprendere meglio lo scenario
genetico molecolare della LLC. In particolare si è scoperto che nella
LLC il tasso di mutazioni somatiche (circa 1 per megabase) è infe-
riore a quello presente nei tumori solidi o in altre neoplasie linfoidi
quali il mieloma ed il linfoma diffuso a grandi cellule B, ma simile
a quello di altri disordini leucemici. (108-110) Il numero di eventi totali
non silenti per paziente è di circa 10-30 mentre il numero di CNA
(copy number aberrations) è generalmente basso, con un range di 0-
2 lesioni per paziente. (8, 111)

Si è inoltre potuto dimostrate che, come nella maggior parte delle
neoplasie, anche nella LLC vi è una notevole eterogeneità intratu-
morale, oltre che intertumorale, con la popolazione di cellule neo-
plastiche che è costituita da una varietà di cloni con differenti
anomalie genetiche. L’analisi delle frequenze di varianti alleliche ha
inoltre consentito di distinguere mutazioni clonali o fondanti o dri-
ver che sono presenti sulla maggior parte delle cellule tumorali e che
sono pertanto eventi precoci verosimilmente implicati nei meccani-
smi di trasformazione leucemica, accanto a mutazioni subclonali o
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passenger che sono probabilmente acquisite nel tempo. Questi sub-
cloni nel tempo possono evolvere in risposta a stimoli intrinseci, le-
gati al microambiente nel quale le cellule neoplastiche sono presenti,
o a stimoli estrinseci rappresentati principalmente dalla pressione se-
lettiva esercitata dalla terapia.
La disponibilità di popolazioni pure di cellule tumorali nelle diverse
fasi della malattia ha inoltre consentito di studiare e comprendere
l’architettura clonale e lo sviluppo filogenetico della neoplasia nei
diversi stadi di malattia. Si è compreso in particolare il contributo
dell’eterogeneità genetica intratumorale alla evoluzione clonale ed il
suo impatto sulla progressione clinica della malattia.
L’eterogeneità genetica intratumorale rappresenta il punto di par-
tenza per quello che sarà il processo di evoluzione clonale inteso
come l’accumulazione di modificazione genetiche ed epigenetiche
che portano all’emergenza di nuovi subcloni cellulari. (112) Secondo
questa interpretazione, che ha le sue origini nella teoria dell’evolu-
zione darwiniana, il tumore evolve attraverso un processo di espan-
sione, diversificazione e selezione clonale nell’ecosistema del tessuto
tumorale. (113) Lo studio longitudinale dei cambiamenti genetici della
composizione clonale nel corso della progressione della LLC ha per-
messo pertanto di sviluppare un modello filogenetico ad albero dei
vari stadi di malattia (Figura 2). Il tutto prenderebbe origine a livello
di un elemento B maturo o di un progenitore emopoietico che si è
dimostrato essere in grado di generare, in modelli murini di xeno-
trapianto, cellule B clonali con il fenotipo della LLC. (114)

Nell’uomo, la situazione pre-maligna della LLC è rappresentata dalla
linfocitosi B monoclonale (MBL) che presenta un rischio di pro-
gressione in LLC pari a circa 1-2% all’anno. Al riguardo si è potuto
recentemente dimostrare che nelle MBL ad alto conteggio linfoci-
tario (> 500 linfociti per microlitro), eccetto che per le mutazioni di
NOTCH1, TP53 e XPO1 che presentano una minore incidenza,
le altre mutazione hanno una eguale prevalenza suggerendo una ori-
gine precoce delle mutazioni driver in un continuum tra MBL e
LLC. Inoltre, si è osservato che le MBL con mutazioni presentano
un più breve tempo al primo trattamento e come una espansione
sublonale delle mutazioni driver si associ ad un più breve tempo alla
progressione in LLC. Nel complesso queste osservazioni indicano
che l’evoluzione clonale ha rilevanza prognostica già nella fase pre-
leucemica di MBL consentendo l’identificazione di quei pazienti che
progrediranno in LLC. (115)

Il monitoraggio longitudinale della composizione subclonale ha inol-
tre permesso di evidenziare sostanzialmente due diversi tipi di mo-
dalità evolutive: una evoluzione di tipo lineare in cui il singolo clone
acquisisce nel tempo ulteriori eventi driver che si aggiungono alle
anomalie iniziali e una evoluzione di tipo ramificato (branched) nella
quale coesistono due o più sottopopolazioni genetiche che evolvono
in modo parallelo. Si è inoltre evidenziato come questi subcloni pos-
sano mantenere una proporzione relativamente costante nel tempo

(equilibrio clonale) mentre in altri casi vi può essere il prevalere di
subcloni che risultano più competitivi. (9, 18, 82)

Gli studi longitudinali hanno poi dimostrato come l’equilibrio e la
competizione clonale rivestano grande rilevanza nell’evoluzione clo-
nale che si può sviluppare in corso di trattamento. In assenza di te-
rapia la composizione clonale si mantiene nel tempo relativamente
stabile, mentre l’esposizione alla terapia può determinare una evo-
luzione caratterizzata dall’emergenza di subcloni cellulari più resi-
stenti, spesso già rilevabili nella fase iniziale, che possono presentare
anche una modificazione genetica. (116) Questi subcloni preesistenti,
presentando una minore sensibilità o una resistenza alla terapia, pos-
sono costituire, alla recidiva, i cloni predominanti o, in alternativa,
dopo una iniziale riduzione bilanciata di tutti i subcloni, possono
emergere in modo competitivo come cloni prevalenti in ragione di
una loro maggiore efficienza proliferativa. Le mutazioni di TP53
rappresentano in tal senso le lesioni che in modo più consistente
sono state associate a questa modalità di evoluzione clonale. Le mu-
tazioni di TP53 conferiscono infatti resistenza ai più comuni regimi
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Figura 2 - Traiettorie evolutive dei cloni e subcloni in corso di LLC non trattata (A)
e dopo trattamento (B).
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di chemioimmunoterapia e spesso si associano, alla recidiva, ad al-
terazioni genomiche particolarmente complesse. (9, 18, 82, 117)

La stessa terapia può però indurre la comparsa di mutazioni de novo
che conferiscono ai nuovi subcloni un maggiore vantaggio prolife-
rativo. (82) Quest’ultima evenienza è dimostrata dalla emergenza in
corso di trattamento di cloni resistenti come nel caso di pazienti trat-
tati con inibitori del B cell receptor quali l’ibrutinib, per la comparsa
di mutazioni nella tirosin chinasi di Bruton (BTK) o il suo partner
immediatamente a valle nella via di signalling la fosfolipasi C gamma
2 (PLCG2). (118-121) Recentemente è emerso come la resistenza ad
ibrutinib sia un fenomeno più complesso che si può estrinsecare in
una fase più precoce (entro 15 mesi di trattamento) mediante l’emer-
genza di un linfoma aggressivo (sindrome di Richter) clonalmente
correlato o non correlato alla LLC, o in una fase successiva (gene-
ralmente dopo 12-18 mesi di trattamento) attraverso l’acquisizione
di mutazioni di BTK e/o di PLG2, o in una fase ancora più tardiva
con la comparsa di mutazioni non coinvolgenti BTK e/o PLG2. (122)

Epigenetica
Se è ben definito il ruolo che la diversità genetica intratumorale
esplica nell’evoluzione clonale, solo in anni più recenti sono emerse
evidenze che suggeriscono come anche la diversità epigenetica possa
contribuire alla evoluzione tumorale.
È noto che nelle cellule neoplastiche le modificazioni epigenetiche
possono contribuire alla deregolazione dell’espressione dei geni rap-
presentando quindi un evento chiave nella patogenesi tumorale. (123)

Nella LLC numerosi geni risultano metilati in modo aberrante ed
alcuni di questi rivestono un ruolo importante dal punto di vista cli-
nico e biologico (DAPK1, ZAP70, TWIST2, HOXA4, SFRP4 e
ID4). (124-129) Lo stato di metilazione del DNA risulta inoltre essere
stabile nel tempo e simile nei diversi compartimenti cellulari (sangue
periferico e linfonodi) suggerendo come l’aberrante metilazione
possa rappresentare un evento precoce nella patogenesi della leuce-
mia. È stato inoltre osservato che pazienti IGHV mutati e non mutati
hanno un diverso stato di metilazione per svariati geni tra cui alcuni
noti per avere impatto prognostico (quali per esempio CLLU1, LPL,
ZAP70 e NOTCH1), o altri implicati nella regolazione epigenetica
(quali HDAC9, HDAC4 e DNMT3B), o nel B-cell signaling (IBTK)
o nelle vie del TGF-beta e NF-κb/TNF. (130)

Inoltre l’analisi del metiloma di pazienti affetti da LLC e della con-
troparte cellulare normale ha mostrato come i due sottogruppi con
IGHV mutato e non mutato presentino un distinto stato di meti-
lazione che riflette quello della cellula putativa di origine (cellula B
naive o cellula B memoria). (131) Più recentemente si è infine osser-
vato come in alcuni pazienti con LLC possa essere presente un ele-
vato livello di eterogeneità intratumorale nello stato di metilazione
e come questo correli con la presenza di lesioni genetiche ad alto
rischio e con una prognosi peggiore. (132-133)

Nel complesso queste osservazioni suggeriscono che l’analisi del
profilo epigenetico può aggiungere informazioni utili che inte-
grate allo studio delle alterazione genetiche consentono un più
preciso inquadramento prognostico e possono aiutare nella ge-
stione clinica dei pazienti. (8)

Ruolo della eterogeneità epigenetica nella
evoluzione clonale
Recentemente è stato inoltre dimostrato che, sebbene la maggior
parte delle LLC presenti una elevata stabilità della metilazione del
DNA, esiste un subset di pazienti con un elevato livello di etero-
geneità intramumorale di tipo epigenetico. (133) Questi pazienti
hanno una malattia con caratteristiche biologiche associate ad una
maggiore aggressività (IGHV non mutato, bassa metilazione di
ZAP70), e una più precoce necessità di trattamento. L’incremento
di eterogeneità nella metilazione è risultato inoltre correlato alla
presenza di fattori prognostici sfavorevoli (IGHV non mutato,
basso livello di metilazione di ZAP70 e mutazioni di TP53) e ad
una maggiore complessità dell’architettura genetica di tipo subclo-
nale piuttosto che clonale, suggerendo una possibile, anche se al
momento ancora non ben compresa, connessione tra evoluzione
genetica ed epigenetica.
Similmente è stato dimostrato come i pazienti con LLC presentino
una elevata variabilità intratumorale della metilazione del DNA per
effetto di una metilazione localmente disordinata, proprietà co-
mune ai processi tumorali. (132) Questa disordinata metilazione si
manifesta nelle cellule neoplastiche in modo stocastico e impatta
sulla variabilità dell’espressione genica agevolando traiettorie di evo-
luzione neoplastica alternative tramite ad esempio l’attivazione di
geni correlati alla biologia delle cellule staminali. Questa metilazione
localmente disordinata, determinando una maggiore plasticità ge-
netica, favorirebbe l’evoluzione tumorale attraverso la generazione
di nuovi subcloni, l’incremento della diversità tumorale e il crearsi
di una maggiore capacità adattativa delle cellule tumorali. A sup-
porto di questa ipotesi vi è l’osservazione che la metilazione local-
mente disordinata si associa ad una prognosi più severa. (132)

Conclusioni
L’evoluzione delle tecniche di sequenziamento ci ha consentito di
studiare sempre meglio la complessità genetica ed epigenetica inter
ed intratumorale della LLC. Si è potuto comprendere come questa
eterogeneità non solo determini lo sviluppo e la progressione della
malattia ma anche sia implicata nel fenomeno della resistenza ai trat-
tamenti. In futuro tutte queste informazioni potranno consentirci
di identificare, sulla base delle caratteristiche genetiche, i pazienti
che meglio potranno beneficiare delle terapie disponibili, che inclu-
dono non solo i classici trattamenti chemioimmunoterapici ma
anche farmaci che hanno come bersaglio i meccanismi molecolari
implicati nello sviluppo della malattia.
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Introduzione
Nell'ambito della classificazione WHO 2016 dei tumori dei tessuti
ematopoietici e linfoidi, le sindromi mielodisplastiche (mielodispla-
sie, SMD) sono definite come disturbi clonali del compartimento
staminale emopoietico, caratterizzate da citopenia, mielodisplasia
midollare (che si evidenzia attraverso anomalie morfologiche a ca-
rico delle cellule emopoietiche), emopoiesi inefficace e aumentato
rischio di progressione in leucemia mieloide acuta (LMA). (1) Il ri-
scontro mielodisplasia non è limitato alle SMD ma può essere tro-
vato anche in altre neoplasie mieloidi. L'esempio paradigmatico è
l'anemia refrattaria con sideroblasti anulari associati a trombocitosi
segnata (RARS-T), che ha sia le caratteristiche mielodisplastiche di
RARS sia le caratteristiche mieloproliferative della trombocitemia
essenziale. (2) Ciò suggerisce che le caratteristiche mielodisplastiche
di diverse neoplasie mieloidi possano riflettere una base genetica
comune, e che queste lesioni genetiche contribuiscono alla deter-
minazione clinica del fenotipo. In questo articolo, esamineremo i
più recenti progressi nel processo di comprensione delle basi gene-
tiche delle SMD e la loro rilevanza clinica. (2-6)

Ematopoiesi inefficace ed evoluzione
leucemica
Una componente essenziale della definizione di SMD da parte
della attuale classificazione WHO è la dimostrazione della natura
clonale dell'emopoiesi mielodisplastica. (1,7) Diversi approcci pos-
sono essere utilizzati per dimostrare l'esistenza di una popolazione
di cellule emopoietiche clonale, la più diretta è l'uso di anomalie
cromosomiche. Tuttavia, con tecniche di citogenetica convenzio-
nale una anomalia cromosomica clonale è identificabile in meno
della metà dei pazienti con SMD. (7)

In uno studio estremamente rilevante, Walter et al. (8) hanno ese-
guito un sequenziamento completo del genoma per identificare
mutazioni somatiche ricorrenti in campioni di midollo osseo di
pazienti con LMA secondaria a SMD (in cui erano disponibili cel-

lule midollari nella fase cronica di malattia e nella fase leucemica
acuta). Circa il 90% delle cellule del midollo osseo sono risultate
clonali in questi pazienti, sia nella fase di SMD che di LMA. Que-
sto studio formalmente ha dimostrato che quasi tutte le cellule
delle linee cellulari mieloidi del midollo osseo (cioè, cellule eritroidi
immature, precursori granulocitari/monocitari e megacariociti)
sono derivate clonalmente da uno stesso progenitore nei pazienti
SMD in qualsiasi fase della malattia (cioè fino dal momento della
diagnosi) e non solo dopo la trasformazione in LMA. L'architet-
tura clonale delle SMD è stata studiata elegantemente da Delhom-
meau et al. (9) attraverso l'identificazione di mutazioni somatiche
ricorrenti a carico del gene TET2. Le cellule CD34+ ottenute da
pazienti SMD sono state frazionate in un compartimento di pro-
genitori immaturi CD34+CD38- e uno di progenitori più maturi
CD34+CD38+. Le mutazioni di TET2 sono state rilevate solo in
una piccola frazione di cellule CD34+CD38-, ma erano presenti
in una elevata percentuale di progenitori più maturi. Ciò suggerisce
che la mutazione somatica del gene TET2 si è verificata inizial-
mente in una cellula CD34+CD38- ed è stata trasmessa successi-
vamente alla progenie CD34+CD38+. Una simile architettura
clonale è stata osservata anche nei pazienti con leucemia mielomo-
nocitica cronica (LMMC). (10)

Il verificarsi in una cellula staminale ematopoietica immatura di
una mutazione somatica che induce vantaggio proliferativo e mi-
nore propensione all'apoptosi porta alla formazione di un clone.
Affinché questo clone diventi pienamente dominante a livello mi-
dollare, è necessario che le cellule staminali mutate abbiano ulteriori
vantaggi. (4) Una volta che il clone mielodisplastico è diventato com-
pletamente dominante nel midollo osseo, la malattia può o meno
apparire clinicamente evidente. (4) Ad esempio, una mutazione so-
matica del gene SF3B1 sembra essere in grado di causare un feno-
tipo clinico di per sé (SMD con sideroblasti ad anello), (2-5) mentre
una mutazione del gene TET2 può determinare ematopoiesi clo-
nale senza manifestazioni ematologiche, suggerendo che potreb-
bero essere necessari altri geni mutanti che collaborino



nell’induzione di un fenotipo ematologico clinicamente evidente.
(2-5,9) L'emopoiesi mielodisplastica è caratterizzata da eccessiva
apoptosi dei precursori ematopoietici, almeno nei pazienti con
malattia a basso rischio. (4) L'emopoiesi inefficace, cioè la morte
intramidollare prematura di eritroblasti, granulociti/monociti e
megacariociti, è responsabile della produzione difettosa di cellule
ematiche mature e quindi di citopenia periferica. (4,7) Questo mo-
dello di malattia quindi presume che la mutazione somatica, re-
sponsabile del guadagno di funzione a livello della cellula
staminale, comporti una perdita di funzione a livello della matu-
razione dei progenitori emopoietici nel midollo. (4) La mutazione
di SF3B1 nelle SMD con sideroblasti ad anello rappresenta un
esempio di guadagno di funzione a livello delle cellule staminali
ematopoietiche combinato con perdita di funzione (eccessiva
apoptosi delle cellule rosse immature) a livello dei precursori ema-
topoietici. (2,3,5) Nella LMMC, la precoce dominanza clonale in-
dotta da mutazioni del gene TET2 induce una differenziazione
granulo-monocitica a spese della differenziazione in senso eritroide
e megacariocitaria. (10) Durante il corso naturale della malattia, i
pazienti con SMD sono ad alto rischio di progredire in LMA. (7)

L'interpretazione più probabile di questa suscettibilità è che l'ac-
quisizione di ulteriori mutazioni porti alla formazione di subcloni
di cellule ematopoietiche caratterizzate da una ulteriore alterazione
del processo di differenziazione e/o maturazione. (4) La percentuale
di queste cellule aumenta progressivamente nel tempo e si sviluppa
clinicamente una LMA. Questo modello è stato dimostrato da Wal-
ter et al. nello studio sull’architettura clonale delle LMA secondarie
a SMD. (8) In ognuno dei 7 pazienti con SMD studiati, infatti, la
progressione leucemica è stata caratterizzata dalla persistenza del
clone mielodisplastico fondante e dall’emergenza di un subclone
con nuove mutazioni somatiche. In questo modo, una LMA secon-
daria che si sviluppa da SMD non è monoclonale nel senso rigoroso
del termine, ma piuttosto un mosaico di diversi cloni/genomi con
diversi gruppi di mutazioni somatiche. (8)

Anomalie cromosomiche ricorrenti 
con rilevanza clinico prognostica
Le anomalie cromosomiche ricorrenti sono state molto importanti
finora per la diagnosi e l’inquadramento prognostico delle SMD. (7)

Per quanto riguarda la diagnosi, il riscontro di una aberrazione ci-
togenetica in un paziente con citopenia periferica e displasia del
midollo osseo è un importante marcatore di proliferazione clonale.
Al contrario, la diagnosi di SMD può essere difficile nei pazienti
con un cariotipo normale o citogenetica non informativa. (7)

Anomalie cromosomiche ricorrenti vengono rilevate in circa la
metà dei pazienti con SMD, e le più comuni includono del(5q),
trisomia 8, del(20q), e monosomia 7. (7,11) Si tratta probabilmente
di eventi secondari derivanti dalla instabilità del genoma causata

dalla mutazione genetica fondante. L’eccezione alla regola finora
nota è la del(5q) isolata, che caratterizza la 5q-sindrome: infatti,
l’aploinsufficienza di RPS14 e miR-145, che mappano nella re-
gione comune deleta, rappresenta la base fisiopatologica di questo
sottotipo di SMD. (12-14)

Riguardo al significato prognostico delle anomalie cromosomiche
ricorrenti, in un recente studio collaborativo per lo sviluppo dello
score IPSS-revised (IPSS-R), sono stati rianalizzati database di isti-
tuzioni internazionali, per un totale di 7012 pazienti. (15-17) Le ano-
malie citogenetiche ricorrenti sono state classificate in 5
sottogruppi prognostici che hanno dimostrato di avere una signi-
ficativa rilevanza prognostica in termini di sopravvivenza e rischio
di evoluzione in LMA. (15-17) Questo sistema di stratificazione ci-
togenetica è stato recentemente testato per prevedere il successo
del trapianto allogenico nei pazienti con SMD. I pazienti con un
cariotipo complesso o monosomico hanno mostrato un ridotta so-
pravvivenza dopo il trapianto. (18) Questi studi suggeriscono che
probabilmente le anomalie citogenetiche continueranno ad avere
rilevanza clinica in SMD anche nell'epoca della medicina moleco-
lare, possibilmente con ulteriore beneficio derivante dall’utilizzo
di tecniche più sensibili del bandeggio G.

Mutazioni somatiche di geni candidati
al sequenziamento dell’intero genoma
tumorale
La nostra comprensione della base molecolare di SMD è migliorata
drammaticamente negli ultimi 5-6 anni. (4) La prima grande sco-
perta è stata l’identificazione delle mutazioni del gene TET2 nei
pazienti con riarrangiamenti del cromosoma 4q24, regione dove è
mappato il gene. (9) Successivamente, Bejar et al. hanno utilizzato
un approccio NGS per ricercare mutazioni ricorrenti in 111 geni
rilevanti per il processo di tumorigenesi in una popolazione di 439
pazienti con SMD. (19) Negli ultimi anni, studi di sequenziamento
genomico hanno portato alla scoperta di mutazioni ricorrenti in
geni implicati nello splicing dell'RNA e in altre vie metaboliche
nei pazienti con SMD. (2,3,5,6) Utilizzando metodi di sequenzia-
mento ad alta sensibilità sono state identificate mutazioni somati-
che nella maggior parte dei pazienti SMD sequenziati, con
frequenza variabile tra 78% e 90% in diversi studi. (2-6) Un elenco
dei più comuni geni ricorrentemente mutati nei pazienti con SMD
è riportato nella Tabella 1.

Mutazioni dello spliceosoma
Mutazioni nei geni coinvolti nel processo di splicing dell’RNA si
trovano in oltre il 50% dei pazienti con SMD; (2-5) si tratta in gran
parte di mutazioni mutualmente esclusive e fondanti (il carico alle-
lico è tipicamente compreso tra 40% e 50%, indicando un clone
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dominante eterozigote per la mutazione). (2-5) Le mutazioni nei geni
più frequentemente coinvolti (SF3B1, SRSF2 e U2AF1), sono quasi
tutte missense (non vi sono mutazioni nonsense o frameshift). (2-5)

Complessivamente, le evidenze disponibili suggeriscono che le mu-
tazioni che interessano il processo di splicing dell’RNA possono
creare nuove proteine isoforme che sono responsabili della induzione
di dominanza clonale da parte delle cellule staminali mutate. (4) Que-
sta situazione biologica era difficilmente prevedibile poiché una mu-
tazione dello spliceosoma era attesa indurre una pletora di anomalie
cellulari non specifiche piuttosto che promuovere la proliferazione

clonale. Le differenti mutazioni dello spliceosoma sono associate a
differenti fenotipi e risultati clinici diversi (Tabella 1). (2-5)

Le mutazioni somatiche del gene SF3B1 si trovano quasi esclusiva-
mente nei pazienti con SMD con sideroblasti ad anello e questo
chiaramente suggerisce a una relazione causale tra mutazione e for-
mazione di sideroblasti. (2,3) Inoltre, la stragrande maggioranza dei
pazienti con mutazione di SF3B1 hanno una buona prognosi e un
basso rischio di evoluzione leucemica. (4,5) Le mutazioni del gene
SRSF2 si trovano principalmente nei pazienti con displasia multili-
neare e/o eccesso di blasti e, a differenza delle mutazioni di SF3B1,
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Tabella 1 - Mutazioni genetiche ricorrenti nei pazienti con SMD

Biological pathways
and genes

Frequency,
%

Timing of mutation
acquisition

Relationship between mutant gene
and clinical phenotype

Prognostic or predictive relevance of mutant
gene

RNA splicing

SF3B1 15-30% Founding mutation Associated with ring sideroblasts
phenotype

Good overall survival and low risk of leukemic
evolution

SRSF2 10-20% Founding mutation Associated with RCMD or RAEB, co-
mutated with TET2 in CMML

Poor overall survival and high risk of leukemic
evolution

U2AF1 <10% Founding mutation Associated with RCMD or RAEB High risk of leukemic evolution

ZRSR2 <10% Founding mutation Not defined Not defined

DNA methylation

TET2 20-30% Founding mutation All MDS subtypes, high mutation
frequency (50-60%) in CMML

No impact on overall survival, may predict
response to hypomethylating agents

DNMT3A 10% Founding mutation MDS subtypes, co-mutated with SF3B1 in
RARS Unfavorable clinical outcome

IDH1/IDH2 5% Founding mutation Associated with RCMD or RAEB Unfavorable clinical outcome

Chromatin modification

ASXL1 15-20% Subclonal mutation Associated with RCMD or RAEB, high
mutation frequency (40%) in CMML Unfavorable clinical outcome

EZH2 5% Subclonal mutation Associated with RCMD or RAEB Unfavorable clinical outcome

Transcription

RUNX1 10% Subclonal mutation Associated with RCMD or RAEB Unfavorable clinical outcome

BCOR 5% Subclonal mutation Associated with RCMD or RAEB unfavorable clinical outcome

DNA repair control

TP53 5-10% Subclonal mutation
Associated with advanced disease and
complex karyotype, mutated in 20% of
MDS with del(5q)

Poor overall survival and high risk of leukemic
evolution; Predicts poor response to
lenalidomide and poor survival after transplant

Cohesin
STAG2 5-10% Subclonal mutation Associated with RCMD or RAEB. Unfavorable clinical outcome

RAS pathway

CBL 5% Subclonal mutation Found in different MDS subtypes,
associated with JMML in children Not defined in MDS

NRAS/KRAS 5% Subclonal mutation Found in different MDS subtypes,
associated with JMML in children Not defined in MDS

NF1 5% Subclonal mutation Found in different MDS subtypes,
associated with JMML in children Not defined in MDS

DNA replication

SETBP1 5% Subclonal mutation Found in 25% of patients with aCML and
in advanced MDS

Poor overall survival and high risk of leukemic
evolution
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si associano ad un elevato rischio di evoluzione leucemica e ridotta
sopravvivenza. (5) Mutazioni di SRSF2 sono state rilevate in circa un
quinto dei casi di LMA secondaria ad altra neoplasia mieloide e nel
40-50% dei pazienti con LMMC, dove sono spesso associati a mu-
tazioni TET2. (3) Mutazioni di U2AF1 sono state riportate in vari
sottotipi SMD, e sono ritenute predittive di un elevato rischio di
evoluzione leucemica e breve sopravvivenza. (3,5) L'osservazione che
le mutazioni dello spliceosoma sono principalmente mutazioni fon-
danti associate a diversi fenotipi clinici, hanno portato a ipotizzare
che essi possano dare luogo a cloni con predestinazione genetica di-
versa. Secondo questo modello, la mutazione fondante dovrebbe de-
terminare la traiettoria di evoluzione del clone, eventualmente anche
attraverso l’interazione con altre lesioni genetiche concomitanti. (4)

Mutazioni somatiche nei geni implicati
nei meccanismi di regolazione
epigenetica
In un recente articolo, Issa (20) descrive la differenziazione cellulare
come un processo epigenetico che richiede regolazioni specifiche ed
altamente complesse della metilazione del DNA e della struttura
della cromatina. Una differenziazione cellulare disordinata è spesso
associata alle SMD. (4) Mutazioni somatiche nei geni che controllano
la metilazione del DNA (TET2, DNMT3A e IDH1 / IDH2) o che
regolano le modificazioni della cromatina (ASXL1 e EZH2), sono
presenti frequentemente nei pazienti con SMD. (5) Mutazioni soma-
tiche del gene TET2 sono state descritte per la prima volta nei pa-
zienti con neoplasie mieloidi nel 2009. (9) TET2 è mutato nel
20 - 25% di pazienti con SMD e nel 50 - 60% dei pazienti con
LMMC. (5,9,10) In uno studio molto elegante, Busque et al. hanno
identificato mutazioni ricorrenti nel gene TET2 in donne anziane
con emocromo normale in cui era stata dimostrata la presenza di
ematopoiesi clonale. (21) Questa osservazione ci porta a considerare
la mutazione di TET2 come un evento in grado di indurre un van-
taggio proliferativo (emopoiesi clonale) da parte delle cellula stami-
nale mutata, ma non un fenotipo specifico di malattia
ematologica. (4,21) Le mutazioni TET2 sono spesso riscontrate in pa-
zienti con cariotipo normale e quindi rappresentano un indicatore
utile della clonalità dell’emopoiesi in questi soggetti. (5) Inoltre, la co-
occorrenza della mutazione di TET2 e SRSF2 è tipicamente presente
nei pazienti con LMMC. (10) Finora, non è stata dimostrata nessuna
correlazione conclusiva tra presenza della mutazione di TET2 e una
prognosi definita, (5) e tuttavia studi recenti suggeriscono che la mu-
tazione di TET2 può essere associata ad elevata probabilità di rispo-
sta al trattamento con farmaci ipometilanti. (22)

In uno studio basato su sequenziamento NGS, Ley et al. (23) hanno
osservato che mutazioni del gene DNMT3A sono altamente ricor-
renti in pazienti con LMA de novo e associate a cattiva prognosi.
Mutazioni somatiche di DNMT3A sono state successivamente ri-

levate in circa il 10-15% dei pazienti con SMD. (5,19) Sono associate
a ridotta sopravvivenza e rapida progressione in LMA nei pazienti
con RCMD o RAEB ma non in quelli con RARS, probabilmente
perché la co-occorrenza della mutazione di SF3B1 mitiga l'effetto
negativo di DNMT3A. (5) Questa osservazione può indicare che
l’effetto delle mutazioni di geni specifici può essere differente in
contesti genomici diversi. Mutazioni ricorrenti nei geni IDH1 e
IDH2 (che codificano per le isocitrato deidrogenasi 1 e 2, rispet-
tivamente) si trovano nei pazienti con LMA e SMD. (5,19) Nelle
LMA, la co-occorrenza delle mutazioni dei geni NPM1 e
IDH1/IDH2 è associata a buona prognosi; al contrario, la muta-
zione IDH1 è stata trovata associata a una ridotta sopravvivenza
libera dalla leucemia nelle SMD. (5)

Due geni coinvolti nelle modificazioni e regolazione della cromatina
sono ricorrentemente mutati nelle SMD: ASXL1 (Additional Sex
Combs Like 1) e EZH2. (5,19) Le mutazioni di ASXL1 sono comuni
non solo nelle SMD, ma anche nei pazienti con LMA, LMMC e
mielofibrosi primaria e sono generalmente associate a ridotta soprav-
vivenza in tutti questi contesti clinici. (4-6) Analogamente, le muta-
zioni di EZH2 sono risultate associate a prognosi sfavorevole nei
pazienti con SMD a basso rischio. (5,24)

Mutazioni somatiche in altre vie
cellulari
Sono state descritte mutazioni acquisite in fattori di trascrizione nelle
SMD. (5,6,19,24) Ad esempio, mutazioni somatiche del gene RUNX1
si trovano in circa il 7-10% di tutti i pazienti con SMD e sono ge-
neralmente associate a malattie avanzate, trombocitopenia severa, e
ridotta sopravvivenza. (5,19,24) Il gene TP53, situato sul cromosoma
17p13.1, codifica per la proteina p53 che regola il ciclo cellulare e il
processo di trascrizione di geni coinvolti nei meccanismi di tumor
suppression. (4) Mutazioni di TP53 si trovano in circa il 5-10% dei
pazienti con SMD, principalmente nei soggetti con malattia avan-
zata, cariotipo complesso, e anomalie del cromosoma 17, o delezioni
del cromosoma 5 e 7. (5,19) I pazienti con mutazione del gene TP53
hanno una prognosi sfavorevole, una scarsa probabilità di risposta a
trattamenti convenzionali e un elevato rischio di evoluzione leuce-
mica. (4,5) Nei pazienti con SMD del(5q), sublconi con mutazione
di TP53 possono essere presenti sin dalle prime fasi di malattia, e la
loro presenza è associata ad una ridotta probabilità di risposta al trat-
tamento con lenalidomide e ad un aumento del rischio di progres-
sione leucemica. (25) Inoltre, in pazienti con SMD sottoposti a
trapianto, le mutazioni di TP53 sono risultate associate ad elevato
rischio di recidiva dopo la procedura. (26)

Mutazioni in diversi geni coinvolti nel pathway di RAS (come
NRAS, KRAS, NF1, PTPN11 e CBL) sono state descritte nei pa-
zienti con SMD (4,5,19) e sono presenti in circa il 90% dei pazienti
di LMMC giovanile. La coesina è una struttura ad anello di 4 su-
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bunità molto conservata che circonda i cromatidi durante il pro-
cesso di metafase favorendo la loro coesione, e svolge in aggiunta
ruoli critici nella regolazione trascrizionale e nei processi di ripa-
razione del DNA. (4) Mutazioni somatiche di STAG2, un gene del
complesso della coesina, sono stati trovati in circa il 5-6% dei pa-
zienti con SMD. (4,5,19) In un recente lavoro, Kon et al hanno rile-
vato mutazioni che coinvolgono diversi geni del complesso della
coesina (STAG2, RAD21, SMC1A e SMC3) nell'8% dei pazienti
con SMD, nel 10% di quelli con LMMC e nel 12% di quelli con
LMA, suggerendo che alterazioni del complesso della coesina pos-
sono svolgere un ruolo patogenetico nel processo di leucemogenesi
nelle neoplasie mieloidi. (27)

Rilevanza clinica delle mutazioni
genetiche 
Le coorti di pazienti con SMD studiate finora per l’identificazione
di geni ricorrentemente mutati sono molto eterogenee e fondamen-
talmente retrospettive. (4,5,19,24) Tenuto conto di queste limitazioni,
solo un numero limitato di geni (SF3B1, TET2, SRSF2, ASXL1,
DNMT3A e RUNX1) sono mutati in >10% dei pazienti con SMD,
mentre un numero ulteriore di circa 40-50 geni sono mutati in <5%
dei pazienti. (4,5) Alla diagnosi, la maggior parte dei pazienti con SMD
ha 2 o 3 mutazioni oncogeniche e centinaia di mutazioni passengers.
Considerando le frequenze alleliche, le mutazioni di geni implicati
nello splicing RNA e nella metilazione del DNA, sembrano essere
principalmente associati alla proliferazione clonale iniziale. (5) Co-
munque l'ordine temporale di acquisizione delle mutazioni non è
fisso e varia da soggetto a soggetto. (4,5) L'attuale approccio diagno-
stico in un paziente con sospetta SMD comprende l’osservazione
morfologica del sangue periferico e del midollo osseo per valutare la
presenza di anomalie morfologiche suggestive, la biopsia ossea per
valutare la cellularità emopoietica e l’eventuale presenza di fibrosi e
la citogenetica per identificare anomalie cromosomiche clonali nelle
cellule emopoietiche. (7) Le tecniche di sequenziamento NGS sono
destinate a migliorare drammaticamente il nostro approccio alla dia-
gnosi di SMD. (4,7) Anche se il sequenziamento del genoma è chia-
ramente più informativo, il sequenziamento di un pannello di geni
mieloidi selezionati è sicuramente più fattibile in un laboratorio cli-
nico, e consentirà verosimilmente di individuare una mutazione on-
cogenica in circa l’80-90% dei pazienti, migliorando sensibilmente
la sensibilità del processo diagnostico in questo contesto clinico. (4)

L’implementazione clinica della ricerca di mutazioni genetiche ri-
correnti è attesa in aggiunta e può avere un impatto positivo nella
stratificazione prognostica dei pazienti con SMD. (4,5) L'attuale clas-
sificazione WHO delle SMD ha una importante rilevanza progno-
stica, ed in particolare le presenza di displasia multilineare e una
elevata percentuale di blasti midollari sono associate ad un elevato
rischio di evoluzione leucemica. (1,7) Tuttavia, la riproducibilità della

valutazione morfologica della displasia midollare e del conteggio di
blasti sono tutt'altro che ottimali, e vi è quindi necessità di svilup-
pare sistemi prognostici più robusti. L'IPSS-R rappresenta chiara-
mente un passo in avanti in questo senso, ma prende in
considerazione solo le anomalie cromosomiche, che rappresentano
nella maggior parte dei casi eventi genetici secondari, e soprattutto
sono presenti solo in meno della metà dei pazienti. (17 ) La defini-
zione di mutazioni oncogeniche potrebbe migliorare notevolmente
il processo di stratificazione prognostica dei pazienti con SMD, e
più in generale il processo clinico-decisionale in questo campo. (4,5)

In primo luogo, l'identificazione del gene mutante responsabile del
clone iniziale è rilevante ai fini clinici. Per esempio, i sideroblasti
ad anello possono essere trovati non solo in pazienti con una mu-
tazione di SF3B1, ma anche in quelli con una lesione oncogenica
di SRSF2: infatti, la sopravvivenza libera da leucemia è di 10 anni
nel primo caso e di 2 anni nel secondo caso. (4,5) In secondo luogo,
l'individuazione di mutazioni associate a piccoli cloni può consen-
tire una diagnosi precoce della progressione di malattia e dell’evo-
luzione in LMA. (4,5) Alcuni studi hanno già suggerito che
l'incorporazione di mutazioni somatiche nei sistemi prognostici at-
tualmente in uso (IPSS, IPSS-R) possono migliorare la stratifica-
zione prognostica delle SMD. (17) L’ International Working Group
for Prognosis in SMD (IWG-PM) ha avviato un progetto di ricerca
mirato a sviluppare un sistema di punteggio prognostico (IPSS-
Mol) che include parametri clinici, ematologici e molecolari. Evi-
denze preliminari suggeriscono tuttavia che parametri prognostici
tradizionali come il livello dell'emoglobina, il conteggio dei blasti
midollari, e le anomalie citogenetiche ad alto rischio continueranno
a mantenere un forte valore prognostico indipendente. (4)

Infine, la caratterizzazione del genoma del paziente può essere rile-
vante per la scelta del trattamento. Le mutazioni TET2 potrebbero
essere associate a una maggiore probabilità di risposta ad agenti ipo-
metilanti, (22) mentre le mutazioni di TP53 sono associate a ridotta
probabilità di risposta a lenalidomide nei pazienti con del(5q) (25) e
ridotta sopravvivenza dopo trapianto allogenico. (26) Dati recenti mo-
strano che la presenza di mutazioni di SF3B1 conferisce elevata pro-
babilità di risposta a farmaci inibitori di TGFβ per il trattamento
dell’anemia. In ultima analisi, l'identificazione delle mutazioni on-
cogeniche nel singolo paziente con SMD costituirà la base nei pros-
simi anni per lo sviluppo e l’implementazione clinica di programmi
di medicina personalizzata, che sono attesi avere un impatto rilevante
nel miglioramento della qualità e dell’aspettativa di vita dei pazienti.

Conclusioni
Le basi molecolari delle sindromi mielodisplastiche (SMD) sono
state recentemente chiarite grazie a studi di sequenziamento con
tecniche di nuova generazione (next-generation sequencing, NGS).
Circa il 90% dei pazienti con SMD presenta una o più mutazioni
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oncogeniche, e due terzi di essi si trovano negli individui con ca-
riotipo normale. Le mutazioni sono a carico di geni coinvolti
nello splicing dell’RNA (SF3B1, SRSF2, U2AF1 e ZRSR2), nella
metilazione del DNA (TET2, DNMT3A e IDH1/2), nelle mo-
dificazioni della cromatina (ASXL1 E EZH2), nella regolazione
della trascrizione (RUNX1), nella riparazione del DNA (TP53),
nella trasduzione del segnale (CBL, NRAS e KRAS) e nel com-
plesso della coesina (STAG2). Solo pochi geni sono mutati in
oltre il 10% dei pazienti con SMD, mentre una lunga coda di
circa 50 geni sono mutati meno frequentemente. Alla diagnosi
clinica, la maggior parte dei pazienti ha tipicamente 2 o 3 muta-

zioni oncogeniche driver e centinaia di mutazioni passengers.
Esempi di associazioni genotipo/fenotipo includono l'associa-
zione delle mutazioni del gene SF3B1 con un quadro clinico di
anemia refrattaria con sideroblasti ad anello e la co-mutazione
dei geni TET2 / SRSF2 con un quadro clinico di leucemia mie-
lomonocitica cronica. Recenti evidenze indicano che le muta-
zioni somatiche hanno un valore prognostico sulla sopravvivenza
e il rischio di evoluzione leucemica. Ci si attende pertanto che
l’introduzione nella pratica clinica di parametri molecolari possa
migliorare nel prossimo futuro il processo clinico decisionale a
livello del singolo paziente.
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Introduzione
Il mieloma multiplo (MM) è una malattia linfoproliferativa del li-
neage B, caratterizzata dall’accumulo di plasmacellule aberranti nel
midollo osseo. Il mieloma conclamato è preceduto da uno stadio pre-
neoplastico, la gammopatia monoclonale di significato incerto
(MGUS) e da uno stadio di malattia indolente, il mieloma smoulde-
ring (SMM). La fase terminale della malattia è caratterizzata dalla
perdita dell’homing del clone di plasmacellule neoplastiche: queste
iniziano a migrare dal midollo al sangue periferico, dove si possono
riscontrare in percentuali molto superiori alla media fisiologica. I di-
versi stadi della progressione del MM sono identificati da una serie
di parametri precisi, che complessivamente descrivono il quadro cli-
nico del paziente: percentuale di plasmacellule nel midollo, presenza
di lesioni osteolitiche, rapporto fra le catene leggere dell’immunoglo-
bulina, sintomatologia clinica. L’idea che il MM sia una malattia mo-
noclonale è stata completamente rivisitata in questi ultimi anni, alla
luce dei risultati ottenuti dall’impiego delle tecnologie ad alta risolu-
zione per lo studio genetico e genomico della plasmacellula neopla-
stica, che hanno rivelato la natura policlonale di questa malattia. Oggi
sappiamo che il clone di mieloma è geneticamente e fenotipicamente
eterogeneo, e dal punto di vista genomico possiamo dire che virtual-
mente non esiste un paziente uguale all’altro. La biologia del mieloma
resta tuttavia caratterizzata dalla de-regolazione di alcuni pathway
fondamentali della plasmacellula, in maniera trasversale e indipen-
dente dal background genomico. Questo rappresenta il presupposto
del successo delle terapie di ultima generazione, che colpiscono la
biologia normale della plasmacellula neoplastica, provocando una
importante citotossicità, che si traduce nell’ottenimento di risposte
cliniche di buona qualità nella maggior parte dei pazienti (1). Nono-
stante i successi della terapia di ultima generazione, tuttavia il mie-
loma ha un andamento clinico tipicamente altalenante, caratterizzato
da fasi di risposta alla terapia, cui si alternano fasi di ripresa di malat-
tia, con tempi liberi da progressione progressivamente sempre più
brevi e ricadute sempre più aggressive, fino ad una fase terminale di
totale refrattarietà e chemioresistenza del clone neoplastico, che porta

al decesso del paziente. Questa dinamica di progressione del MM
segue una logica di tipo evoluzionistico, come è stato ampiamente
descritto anche per i tumori solidi e per altre patologie ematologiche:
l’eterogeneità genetica e fenotipica del clone di plasmacellule rappre-
senta la risorsa più potente per la sopravvivenza del clone stesso, che
- sotto la pressione selettiva di forze esogene - tende a modificarsi e
adattarsi all’ambiente che cambia, selezionando cloni in grado di so-
pravvivere anche in condizioni ostili (ad esempio in presenza di far-
maci) e a espandersi nuovamente. Alla luce di queste premesse, lo
scopo di questa review è descrivere come le più recenti acquisizioni
sulla genetica delle plasmacellule di mieloma siano state interpretate
nell’ottica della teoria dell’evoluzione clonale dei tumori, con l’obiet-
tivo finale di fornire un razionale per la traslazione in clinica di queste
informazioni biologiche. La comprensione di queste dinamiche è, in-
fatti, diventata oggi cruciale per la definizione di nuovi schemi di te-
rapia del mieloma, il cui obiettivo potrebbe essere quello di adattarsi
alla logica evoluzionistica del clone neoplastico.

Progressione da MGUS a MM
La maggior parte dei tumori è preceduta da una fase pre-neoplastica
molto più comune nella popolazione del tumore stesso. Anche il MM
è sempre preceduto da una fase pre-neoplastica molto ben definita,
la MGUS e il SMM (2,3): virtualmente in tutti i pazienti, un piccolo
clone pre-neoplastico è rilevabile nel siero mediante elettroforesi delle
proteine prima della progressione a mieloma sintomatico; non tutte
le MGUS però progrediscono a MM, suggerendo che, nonostante
vi sia una chiara sequenza temporale di eventi che portano alla pro-
gressione da fase pre-neoplastica a fase neoplastica, diversi elementi,
non sempre prevedibili né comuni a tutti i pazienti, contribuiscono
al processo evolutivo del mieloma. Generalmente si dice che il pro-
cesso di trasformazione neoplastica del MM prevede una serie di pas-
saggi successivi di modificazione del clone, che trasformano una
situazione per lo più indolente, in una situazione francamente pato-
logica. Diversi fattori controllano questa progressione tumorale: vi
possono essere fattori intrinseci (determinati dalla biologia del tu-
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more), oppure estrinseci (dipendenti ad esempio dal microam-
biente), che in momenti e con modalità diverse possono condizio-
nare l’espansione del clone neoplastico. La definizione dei tre diversi
stadi di progressione del MM è stata validata e si basa su diversi fat-
tori, come la presenza di un disordine clonale della plasmacellula, la
presenza o assenza di danno d’organo, la presenza di determinati li-
velli di proteina monoclonale sierica e di plasmacellule nello striscio
di midollo osseo (4). Questi criteri hanno consentito di identificare
coorti di pazienti a diverso rischio di progressione a mieloma sinto-
matico (1% all’anno per la MGUS e 10% all’anno per il SMM) e
quindi armonizzare tra loro i risultati della ricerca clinica (5,6). In ge-
nerale, le fasi pre-neoplastiche di un tumore sono generalmente dif-
ficili da studiare e i primi passaggi della progressione tumorale non
sono quasi mai direttamente analizzabili. Per questo motivo, la pro-
gressione da MGUS a MM rappresenta un modello molto impor-
tante per lo studio degli aspetti di base della patogenesi tumorale,
poiché ci consente di inferire la sequenza temporale degli eventi che
si susseguono nel processo patogenetico del MM.

Eterogeneità genetica
Il MM è una patologia eterogenea sotto diversi punti di vista. Cli-
nicamente, la sintomatologia (presenza o meno di fratture ossee, ane-
mia, danno renale, localizzazioni extramidollari) e il decorso clinico
(rapida evoluzione e refrattarietà della malattia, sopravvivenza a
lungo termine, cura) possono essere molto diversi da paziente a pa-
ziente. Questo è verosimilmente il riflesso di una biologia che, a di-
spetto di un quadro fenotipico e morfologico relativamente
omogeneo, è caratterizzata - a livello genomico - da una eterogeneità
tale da porre il MM in una posizione intermedia nel panorama delle
neoplasie umane, compresa tra i tumori solidi e le patologie emato-
logiche più semplici (come le emopatie mieloidi).
Fino a circa 15 anni fa, l’eterogeneità genetica del mieloma - descritta
attraverso tecnologie a bassa risoluzione, come la citogenetica con-
venzionale e la FISH - veniva attribuita soltanto alla presenza di al-
cune alterazioni genomiche numeriche e strutturali ricorrenti, come
la delezione del cromosoma 13 (del13), l’iperdiploidia dei cromo-
somi dispari, la delezione del cromosoma 17 (del17p), le trasloca-
zioni del cromosoma 14 con partner cromosomici ricorrenti, come
il cromosoma 4, l’11, il 16. L’impiego di tecnologie di analisi del ge-
noma progressivamente più complesse e ad alta risoluzione, come
lo studio del profilo di espressione genica (GEP), gli SNPs array e il
Next Generation Sequencing (NGS), ha arricchito il quadro con in-
formazioni sempre più dettagliate, che oggi possono essere utilizzate
per classificare i pazienti in categorie ben definite (7).
In generale le alterazioni citogenetiche sono di due tipi: primarie e
secondarie. La classificazione dei pazienti si fa in base alle alterazioni
primarie, ovvero quelle che si verificano nelle fasi iniziali della pato-
genesi del mieloma e che hanno un ruolo patogenetico. In base alla

presenza di queste alterazioni, i pazienti si stratificano in categorie
ben distinte tra loro. Le alterazioni citogenetiche secondarie possono
verificarsi in qualunque sottogruppo di pazienti e hanno un signifi-
cato prognostico preciso; a differenza delle alterazioni primarie, non
sono mutualmente esclusive e diverse alterazioni secondarie possono
trovarsi nello stesso paziente.
Le alterazioni primarie sono essenzialmente di due tipi: le trisomie
dei cromosomi dispari e le traslocazioni coinvolgenti il locus della
catena pesante delle immunoglobuline (IgH); le traslocazioni più
frequenti sono la t(11;14), la t(4;14), la t(6;14), la t(14,16) e la
t(14,20). Queste traslocazioni tipicamente non producono un gene
di fusione, ma hanno come risultato quello di portare un oncogene
(localizzato sul cromosoma partner) sotto il controllo dell’enhancer
delle immunoglobuline (localizzato sul cromosoma 14q32), causan-
done la de-regolazione trascrizionale. Gli oncogeni coinvolti sono
CCND1 sul cromosoma 11q13, FGFR3 e WHSC1 sul cromosoma
4p16, CCND3 sul cromosoma 6p21, c-MAF sul cromosoma 16q23
e MAF-B sul cromosoma 20q11. Raramente, l’iperdiploidia e la pre-
senza di una traslocazione si riscontrano insieme; tipicamente questi
due eventi non occorrono contemporaneamente. È possibile che nei
pochissimi pazienti in cui non si riscontrano iperdiploidie o traslo-
cazioni del locus IgH, siano presenti traslocazioni rare (non rilevabili
per ragioni tecniche) oppure traslocazioni coinvolgenti il locus della
catena leggera delle immunoglobuline.
Le alterazioni secondarie sono prevalentemente numeriche. La più
frequente è la delezione/monosomia del cromosoma 13, del(13q):
si riscontra in circa il 50% dei pazienti alla diagnosi e probabilmente
è un evento precoce nella patogenesi del mieloma. Una delezione
non molto frequente alla diagnosi (si osserva in circa il 10% dei pa-
zienti di nuova diagnosi), ma la cui presenza è invariabilmente indice
di prognosi sfavorevole, è la delezione del cromosoma 17, del(17p).
La duplicazione del braccio lungo del cromosoma 1, amp(1q21) si
osserva nel 40% dei pazienti. Altre alterazioni secondarie ricorrenti
sono la delezione del braccio corto del cromosoma 1, del(1p) e alte-
razioni numeriche o strutturali a carico di MYC, sul cromosoma 8.
La del(13q) è stata per lungo tempo associata a prognosi sfavorevole,
in studi in cui veniva utilizzata la citogenetica convenzionale per la
caratterizzazione del background genomico dei pazienti. L’impiego
della FISH ha successivamente messo in evidenza che questa altera-
zione numerica è probabilmente un marcatore surrogato di iperdi-
ploidia, traslocazioni IgH o proliferazione, più che un vero e proprio
evento driver nella patogenesi del mieloma. Tutte le altre trasloca-
zioni secondarie sono invece associate a prognosi sfavorevole e la pre-
senza di due o più alterazioni secondarie nello stesso paziente
rappresenta un fattore di rischio molto elevato.
Quest’ultimo aspetto è stato formalizzato in uno studio inglese (8),
eseguito in maniera retrospettiva su una casistica molto ampia di pa-
zienti (più di 1000). In questo studio è stato messo in evidenza che
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alcune lesioni genetiche tendono a co-segregare: in particolare
l’amp(1q21) è spesso in associazione con la t(14;16), o in generale
con traslocazioni del locus IgH; inoltre, la del(17p13) è spesso in as-
sociazione con la amp(1q21). In generale, una prognosi particolar-
mente sfavorevole è caratterizzata della co-segregazione di almeno
due alterazioni cromosomiche comprese tra la t(4;14), la t(14;16),
la t(14;20), l’amp(1q21) e la del(17p13) (8).
Accanto alla descrizione del quadro citogenetico, una decina di anni
fa è stato utilizzato un approccio di espressione genica per capire se
la variabilità genetica osservata nei pazienti potesse essere ricondotta
alla de-regolazione trascrizionale di alcuni pathway ricorrenti e il ri-
sultato di questo studio ha portato alla scoperta che in tutti i mielomi
si osserva la de-regolazione trascrizionale di almeno una delle cicline
D (D1, D2, oppure D3), ovvero di alcuni dei geni criticamente
coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare (9): le cicline regolano la
transizione G/S del ciclo, interagendo positivamente con chinasi che
regolano la fosforilazione di RB1 (retinoblastoma). In base a quale
ciclina risulta over-espressa e a quale traslocazione IgH è presente, i
pazienti possono essere suddivisi in 7 gruppi (TC classification) (10);
questa stratificazione dei pazienti avviene probabilmente molto pre-
sto durante il processo patogenetico e ha un ruolo nel controllare la
progressione del mieloma. Infatti, i diversi sottogruppi di pazienti

sono caratterizzati da una biologia e un decorso clinico diversi, anche
se - ad oggi - non si ritiene che questa debba tradursi nell’impiego
di un approccio terapeutico diverso nei vari gruppi di pazienti. Que-
sta classificazione dei pazienti ha avuto poca fortuna anche in ambito
diagnostico, data la relativa complessità della metodica necessaria
per ottenerla e dell’analisi dei dati di espressione genica. Tuttavia il
suo ruolo resta importante per definire le vie biosintetiche alterate
nei diversi sottogruppi di pazienti.
Infine, molto più recentemente, grazie all’impiego di tecnologie di
NGS, è stata messa in evidenza anche nel MM la presenza di diverse
mutazioni in diversi geni con un numero medio di mutazioni per
genoma di circa 60 (11). Questo panorama mutazionale è molto ete-
rogeneo: oggi sappiamo che tra i geni più frequentemente mutati vi
sono KRAS e NRAS (ciascuno mutato in circa il 20% dei pazienti),
seguiti da TP53, DIS3, FAM46C e BRAF, mutati in circa il 10%
dei pazienti. Mutazioni in altri geni sono state osservate in <5% dei
pazienti. In alcuni casi è stata osservata una ridondanza di mutazioni
in geni appartenenti allo stesso pathway, nello stesso paziente (esem-
pio pathway RAS/MAPK).
La complessità del quadro riassuntivo delle alterazioni genomiche
strutturali e numeriche e delle mutazioni più frequentemente osser-
vate nei pazienti con MM è apprezzabile nella Figura 1.

Mieloma multiplo

Figura 1 - Quadro riassuntivo delle alterazioni genomiche strutturali e numeriche e delle mutazioni più frequentemente osservate nei pazienti con MM (7).
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Subclonalità delle alterazioni
genomiche 
Una delle acquisizioni più importanti derivate dall’impiego di tec-
nologie ad alta risoluzione per lo studio del genoma riguarda l’oli-
goclonalità del mieloma (12,13); contrariamente a quanto si pensava,
infatti, il clone di mieloma è caratterizzato anche da una eteroge-
neità intra-clonale, cioè le alterazioni genomiche o le mutazioni che
si osservano in un determinato paziente, non sono necessariamente
presenti in tutte le cellule del suo clone neoplastico; questo sugge-
risce che diversi sub-cloni possano coesistere nello stesso paziente,
nonostante la malattia sia caratterizzata dalla secrezione di una pro-
teina monoclonale unica. Questa caratteristica è condivisa da quasi
tutti i tumori (solidi o ematologici), il cui carico mutazionale e il
livello di oligoclonalità possono essere molto variabili, suggerendo
che diversi processi mutazionali possano essere attivi nei diversi tu-
mori in fasi diverse della malattia. Recentemente, la possibilità di
sequenziare il genoma di singole cellule ha consentito di entrare an-
cora di più nel dettaglio dell’eterogeneità del clone neoplastico, ri-
velando che in media cinque sub-cloni sono presenti in tutti i MM
all’esordio di malattia (13,14). Si pensa che questi risultati siano addi-
rittura una sottostima della reale eterogeneità sub-clonale del MM,
poiché la sensibilità della tecnologia impiegata ha consentito di ri-
levare soltanto sub-cloni presenti almeno nel 10% della popola-
zione: è possibile quindi che una molteplicità di sub-cloni meno
rappresentati sia presente in ciascun paziente con mieloma (12). Ov-
viamente il ruolo prognostico di queste alterazioni così poco rap-
presentate non è ancora chiaro; tuttavia è realistico pensare che
anche alterazioni sub-clonali, però in geni oncosoppresori (come
ad esempio TP53), possano avere un impatto significativo sulla pro-
gnosi dei pazienti: è infatti possibile che sub-cloni portatori di que-
ste alterazioni siano resistenti alla terapia e permangano nel paziente
in remissione, al limite come malattia minima residua.
In generale, è stato osservato che le mutazioni nella maggior parte dei
geni che sono mutati in maniera ricorrente nel MM possono essere
clonali o sub-clonali, mentre i geni che mutano meno frequente-
mente sono spesso mutati clonalmente, suggerendo che la mutazione
in questo caso sia un evento precoce del processo patogenetico, op-
pure che la mutazione fornisca un vantaggio proliferativo al clone che
l’ha acquisita (15). Altri geni sono infine mutati quasi sempre solo in
sub-cloni, suggerendo che la mutazione sia un evento tardivo.
Sia geni driver - ovvero quelli che controllano il processo patogene-
tico - che geni passenger - ovvero quelli che non hanno un ruolo pa-
togenetico in quel particolare paziente - possono essere mutati in
sub-cloni, suggerendo un dinamismo e una plasticità del clone di
mieloma nel corso della malattia. Infatti, l’analisi di campioni dello
stesso paziente raccolti in fasi diverse della sua malattia ha dimostrato
che il quadro genomico è in continua evoluzione a causa di fluttua-
zioni nelle frequenze delle alterazioni che si osservano nei diversi

momenti. È importante notare che il catalogo delle mutazioni o delle
alterazioni genomiche presenti nel campione di tessuto neoplastico
di un paziente rappresenta lo storico delle alterazioni che si sono ac-
cumulate durante la progressione di quel particolare tumore e che
quindi può essere utilizzato per definire la sequenza temporale degli
eventi che hanno portato al suo sviluppo. Infatti, dalla composizione
sub-clonale di un campione, si può inferire che alterazioni clonali
(presenti in tutte le cellule del clone) siano avvenute prima di alte-
razioni sub-clonali; queste ultime sono tanto più recenti, quanto in-
feriore risulta la loro frequenza.
Lo studio della sequenza temporale degli eventi che hanno portato
allo sviluppo del tumore è importante per la prognosi del paziente;
inoltre consente di identificare le alterazioni che guidano la progres-
sione di un particolare tumore e di distinguerle da quelle accessorie,
che hanno solo un significato marginale in quel particolare contesto.

Evoluzione clonale
L’eterogeneità genetica rappresenta il substrato essenziale perché av-
venga evoluzione. Questo è un concetto fondamentale nella genetica
evoluzionistica: le mutazioni sono una delle tre forze che interagi-
scono perché una popolazione vada incontro a evoluzione. Le altre
due sono la selezione naturale e la deriva genetica: entrambe causano
un cambiamento delle frequenze alleliche in una popolazione, sup-
portando l’espansione di alcuni cloni (che così diventano dominanti)
oppure l’eliminazione (estinzione) di altri. La deriva genetica è una
forza condizionata da eventi casuali (comparsa di una mutazione
con un vantaggio proliferativo), la selezione darwiniana è una forza
non casuale, condizionata da eventi esogeni, come alterazioni dell’-
habitat di una popolazione (16).
Il concetto di evoluzione ha generalmente una connotazione posi-
tiva: l’evoluzione è la strategia adottata naturalmente da un insieme
di individui - ovvero da una popolazione - per tendere al meglio e
sopravvivere. La rivisitazione di questo concetto nel contesto della
biologia del tumore gli attribuisce al contrario una connotazione to-
talmente negativa (17): se la progressione del tumore segue una dina-
mica di tipo evoluzionistico, il clone neoplastico tenderà
continuamente a modificarsi per sopravvivere, anche nella peggiore
condizione ambientale in cui potrebbe trovarsi, ovvero in presenza
di terapia. Secondo questa teoria infatti, la terapia potrebbe essere
una delle forze esogene che potrebbe provocare la formazione di colli
di bottiglia che, attraverso un processo di selezione darwiniana, po-
trebbero facilitare la morte o la sopravvivenza di diversi sub-cloni:
in questo modo, sub-cloni diversi potrebbero dominare diverse fasi
della malattia di un paziente e la progressione post terapia potrebbe
spiegarsi con la selezione di sub-cloni che sono stati in grado di sfug-
gire alla pressione selettiva della terapia stessa, superando il collo di
bottiglia e proliferando in maniera non condizionata.
In generale, il processo di evoluzione clonale si studia su campioni
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raccolti dallo stesso paziente, in maniera longitudinale, ovvero in
fasi diverse della malattia. Bisogna però tener conto del fatto che
il mieloma è una malattia generalmente piuttosto indolente, e che
quindi il processo evolutivo richiede tempi molto lunghi per poter
essere messo in evidenza. Questo significa che la raccolta del ma-
teriale biologico rappresenta un punto critico quando si intende
studiare la dinamica evolutiva di un paziente. Una possibile alter-
nativa allo studio longitudinale è rappresentata dallo studio del
clone tumorale mediante analisi su singola cellula: questo approc-
cio è altamente tecnologico e richiede una serie di strumentazioni
molto costose, ma è molto potente, poiché consente di inferire la
filogenesi del processo patogenetico dallo studio del campione rac-
colto in una sola fase della malattia (18).
Ad oggi, sono stati pubblicati diversi lavori che dimostrano l’esi-
stenza di un’evoluzione clonale nel MM (13,15,19-23) e in generale è
chiaro che le dinamiche evolutive della fase pre-neoplastica sono di-
verse da quelle della fase sintomatica del MM: nella fase pre-neopla-
stica infatti la storia della progressione è la storia naturale del
mieloma, non condizionata da agenti esogeni, come la terapia. Nella
fase sintomatica, invece, la terapia condiziona in maniera decisiva
l’evoluzione del mieloma, agendo come forza selettiva per modificare
l’architettura sub-clonale dei diversi pazienti. Per la comprensione
del processo evolutivo nella fase sintomatica del mieloma, diventa
quindi cruciale tener conto dell’integrazione di almeno due serie di
fattori, ovvero la composizione genomica sub-clonale del paziente e
la combinazione di farmaci impiegati per la cura. Infatti, l’identifi-
cazione di diverse traiettorie evolutive e il riconoscimento di dina-
miche ricorrenti in presenza di specifici approcci terapeutici potrebbe
fornire il razionale per il disegno di strategie terapeutiche più efficaci
e personalizzate di quelle in uso attualmente.

Evoluzione clonale nella fase 
pre-neoplastica
Da tempo si sa che l’eterogeneità che caratterizza il mieloma è pre-
sente già dalle fasi pre-neoplastiche della malattia: infatti i pazienti
con MGUS presentano caratteristiche cliniche di base eterogenee,
al punto da poter essere utilizzate per creare modelli di predizione
del rischio, utili nel management del paziente con MGUS (24). Anche
dal punto di vista genomico, l’instabilità cariotipica che caratterizza
il mieloma si riscontra ugualmente nelle fasi pre-neoplastiche e il ca-
talogo di alterazioni strutturali, numeriche o di mutazioni che si ri-
levano nel MM è sovrapponibile a quello che si osserva nelle MGUS;
inoltre, nella maggior parte dei pazienti, la progressione a MM non
si associa alla comparsa di nuove alterazioni (25-27). Quello che invece
cambia in questi due stadi di malattia è la percentuale di plasmacel-
lule aberranti affette da quella particolare lesione genetica, sugge-
rendo che le dimensioni del clone neoplastico rappresentano il reale
elemento distintivo di queste due fasi (13).

Queste osservazioni portano a concludere che la MGUS sia già una
fase attiva della malattia, durante la quale non succede nulla dal
punto di vista fenotipico (infatti la malattia procede in maniera in-
dolente), ma dove in realtà il genotipo è già in fermento e accumula
progressivamente alterazioni, senza che nessuna di queste prevalga
sulle altre e diventi dominante in questa fase di malattia.
Questo quadro è compatibile con un modello di evoluzione neutrale
della malattia, secondo il quale alterazioni genomiche casuali avver-
rebbero in plasmacellule di MGUS, causando nel tempo l’espan-
sione di piccoli sub-cloni diversi tra loro, che coesisterebbero senza
prevalere l’uno sull’altro (28,29) (Figura 2b). Questa eterogeneità di per
sé non avrebbe una funzione specifica nel guidare la progressione
tumorale, ma sarebbe una sua stessa conseguenza e cioè, in assenza
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Figura 2 - Traiettorie di evoluzione clonale descritte nel MM. (a) = no evoluzione;
(b) =evoluzione NEUTRALE; (c) = evoluzione LINEARE; (d) evoluzione RAMI-
FICATA

(b)

(c)

(d)

(a)
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di pressione selettiva esogena, la generazione - naturale e tollerata -
di un livello massimo di variabilità genetica, senza squilibri signifi-
cativi nelle frequenze alleliche delle diverse varianti. Secondo questo
modello, la progressione a MM avverrebbe al superamento di un li-
vello-soglia di tolleranza da parte del microambiente, per il quale
fino a quel momento tutto questa variabilità era invisibile. La com-
binazione (casualmente) favorevole di una particolare lesione gene-
tica con una particolare condizione ambientale porterebbe, infatti,
a selezionare favorevolmente il sub-clone portatore di quella lesione,
provocandone l’espansione, con conseguente progressione da
MGUS a MM. Una analogia efficace per spiegare la dinamica di
evoluzione neutrale potrebbe essere quella del clone di MGUS con
un palloncino sgonfio che può essere riempito con palline colorate
completamente diverse tra loro, senza causare effetti traumatici fin-
ché non si raggiunge un livello-soglia, oltre il quale qualunque pal-
lina aggiunta provoca l’esplosione del palloncino e la diffusione di
tutte le palline in esso contenute.
Dati sperimentali a favore di questa teoria sono stati presentati al
16th International Myeloma Workshop dal gruppo inglese, che in un
subset di pazienti arruolati nel protocollo clinico Myeloma XI ha
eseguito un Whole Exome Sequencing (WES) e ha analizzato i risultati
utilizzando un modello matematico che consente di inferire la di-
namica evolutiva dalle frequenze alleliche con cui sono presenti di-
verse varianti in un campione di paziente. Secondo questo studio, il
19% dei pazienti con MM di nuova diagnosi esordisce con un qua-
dro genomico compatibile con una dinamica di evoluzione neutrale.
Questi pazienti hanno una prognosi più sfavorevole degli altri, come
risposta alla terapia di induzione con immunomodulanti e come
overall e progression free survival. Questa osservazione si può spiegare
pensando che il clone neoplastico di questi pazienti, mostrando una
dinamica evoluzionistica di tipo neutrale, potrebbe essere meno di-
pendente dal microambiente per la propria sopravvivenza e quindi
meno sensibile ad una terapia che - come meccanismo di azione -
colpisce anche le interazioni tra clone e microambiente.

Evoluzione clonale nella fase clinica
La storia clinica del mieloma segue tipicamente un andamento alta-
lenante, con fasi di risposta alla terapia che si alternano a ricadute;
nel tempo, le fasi di risposta diventano progressivamente più corte
e le ricadute più aggressive, fino a una fase finale della malattia di
totale refrattarietà a qualunque trattamento terapeutico, che porta
al decesso del paziente. Questa dinamica oscillante si rispecchia
molto bene in un modello di evoluzione clonale in cui la terapia da
un lato è in grado di ridurre le dimensioni del clone neoplastico, ma
dall’altro agisce anche come forza selettiva, selezionando sub-cloni
chemioresistenti che, in particolari condizioni, possono ri-espandere
e provocare la ricaduta di malattia. Questa relazione così diretta tra
terapia e modellamento del clone neoplastico è stata dimostrata per

la prima volta in uno studio della Mayo Clinic (19) in cui l’evoluzione
clonale di un paziente è stata monitorata durante tutto il corso della
sua malattia, dalla diagnosi alla fase terminale di PCL: per questo
paziente era stato raccolto il campione biologico 7 volte nel corso
del suo percorso terapeutico, ed era stata eseguita una genotipizza-
zione molecolare del clone neoplastico mediante array Comparative
Genomic Hybridization (aCGH). In questo modo era stato possibile
osservare una alternanza di diversi cloni prevalenti, monitorando le
variazioni di frequenza di un certo numero di Copy Number Altera-
tions (CNAs). Alcune CNAs erano presenti in tutti i campioni ana-
lizzati nel corso della storia clinica del paziente, suggerendone un
ruolo come alterazioni driver per la neoplasia di quel particolare pa-
ziente. Inoltre, il campione dello stadio terminale di malattia era ca-
ratterizzato da un numero significativamente superiore di CNA,
rispetto ai campioni delle prime fasi, suggerendo un accumulo pro-
gressivo di alterazioni nel tempo, compatibile con una evoluzione
di cloni diversi, tutti resistenti alle terapie impiegate. In questo pa-
ziente, infatti, l’alternanza di soppressione e riemersione di cloni cor-
rispondeva rispettivamente alle fasi cliniche di risposta e resistenza
alle diverse terapie, suggerendo un ruolo diretto del trattamento te-
rapeutico nel provocarla, probabilmente in compartecipazione con
altre forze esogene coinvolte in questo processo. 
In altri studi (19,21), una dinamica evolutiva è stata messa in evidenza
studiando il panorama genomico di coorti di pazienti, quasi mai
trattati in maniera omogenea (trattandosi di studi prevalentemente
retrospettivi) e confrontando campioni prelevati in fasi successive
della malattia. Le fluttuazioni delle frequenze con cui sono state ri-
levate le diverse alterazioni citogenetiche, sono state descritte come
marea clonale e da questi primi studi sono state evidenziate almeno
due dinamiche evolutive: una lineare e una ramificata. La traiettoria
di evoluzione lineare (Figura 2c) era dedotta dall’osservazione che la
frequenza di alcune alterazioni genomiche aumentava dalla diagnosi
alla progressione, suggerendo l’espansione di sub-cloni già presenti
all’esordio di malattia. La traiettoria di evoluzione ramificata (Fi-
gura 2d) era dedotta dall’osservazione che alcune alterazioni genomi-
che sembravano comparire alla progressione, poiché - con la
profondità di analisi impiegata - non era possibile osservarle alla dia-
gnosi, suggerendo che il sub-clone emerso alla ricaduta derivasse dal-
l’evoluzione divergente di uno o più sub-cloni presenti nel paziente,
prima della diagnosi di MM. In alcuni pazienti, infine, non si osser-
vavano cambiamenti nel panorama genomico nelle due fasi di ma-
lattia, suggerendo una assenza di evoluzione in un sottogruppo di
pazienti (Figura 2a). Con tutti i limiti derivanti da uno studio retro-
spettivo, realizzato su una piccola casistica non omogeneamente trat-
tata, gli autori di questi studi osservavano la sopravvivenza più lunga
nei pazienti in cui era avvenuta una evoluzione ramificata e la più
breve in quelli in cui non era avvenuta evoluzione (19).
Dalle prime pubblicazioni ad oggi, questi dati sono stati consolidati
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con l’impiego di tecnologie progressivamente più ad alta risoluzione,
come l’NGS (15) o l’analisi su singola cellula (14) e il quadro attuale
delle conoscenze rispecchia sostanzialmente le prime osservazioni.
Ovviamente, grazie alla possibilità di ottenere una profondità di ana-
lisi superiore, le frequenze con cui si osservano le diverse traiettorie
evolutive sono cambiate, risultando molto sbilanciate a favore della
traiettoria ramificata, che realisticamente è quella più comune nei
pazienti con MM. Inoltre, gli studi su singola cellula sono risultati
particolarmente potenti nel decifrare il percorso evolutivo che sot-
tende la progressione della malattia, come mostrato in un lavoro in-
glese (14), che descrive la logica che è stata e si utilizza per inferire la
successione degli eventi evolutivi di un particolare clone neoplastico
da una percentuale di frequenza di allele variante (VAF).
Riconosciuta la validità della teoria dell’evoluzione clonale per spie-
gare il decorso clinico del MM oppure la progressione da MGUS,
l’aspetto oggi considerato più critico è relativo all’attribuzione di
un significato clinico/prognostico alle diverse traiettorie evoluzio-
nistiche: il problema risiede nella possibilità di studiare casistiche
ampie trattate in maniera omogenea, in modo da mantenere co-
stante almeno una delle variabili che influenzano il sistema (la te-
rapia). Essendo la maggior parte di questi studi retrospettivi, è
molto difficile riuscire a rispondere a questa esigenza. Infatti, oltre
alla pubblicazione sopra citata, ve ne sono soltanto altre due (15,23)

nelle quali si fa una correlazione tra la dinamica di evoluzione e la
probabilità di progressione dei pazienti, fermo restando che si tratta
sempre di casistiche non trattate in maniera omogenea. L’unica os-
servazione condivisa dalle tre pubblicazioni è quella relativa ai pa-
zienti che non fanno evoluzione clonale per i quali la sopravvivenza
è molto breve; in questi pazienti, realisticamente, il clone dell’esor-
dio è refrattario alla terapia e - anche se si riduce - non viene mo-
dellato e ri-espande uguale a sé stesso. In generale, tuttavia gli autori
concordano nel riconoscere che i tre pattern di evoluzione clonale
non sono ugualmente rappresentati nei pazienti ad alto o basso ri-
schio: le cellule dei pazienti ad alto rischio tendono, infatti, ad essere
più instabili genomicamente e quindi ad evolvere seguendo prefe-
ribilmente traiettorie ramificate.
Anche il microambiente potrebbe avere un ruolo come forza selettiva
esogena nel modellare l’architettura sub-clonale nel MM; è, infatti,
noto il ruolo del microambiente nel supportare la patogenesi e la
progressione del MM (30): le cellule stromali e mesenchimali non sol-
tanto interagiscono con le plasmacellule attraverso le molecole di
adesione, attivando in maniera bidirezionale vie biosintetiche che
convergono nel determinare un vantaggio proliferativo delle plasma-
cellule, ma sono anche coinvolte in processi di scambio di macro-
molecole (come acidi nucleici e proteine) attraverso microvescicole
e exosomi (31). Ad oggi, non è noto quale sia la natura esatta del ma-
teriale biologico scambiato per mezzo degli exosomi tra plasmacellule
neoplastiche e cellule della nicchia tumorale, anche se nei tumori

solidi è stato osservato che può essere scambiato DNA e addirittura
oncogeni. Nel MM, il miR-15a - il cui ruolo come oncosoppressore
è stato riconosciuto nel MM - è stato trovato significativamente
downregolato in exosomi rilasciati da cellule stromali/mesenchimali
del midollo osseo di pazienti, rispetto a donatori sani (32). Questi dati
sono suggestivi di un possibile impatto delle cellule della nicchia
ematopoietica midollare nei pazienti sul controllo dell’evoluzione
clonale nel MM.

Ripercussioni cliniche dell’evoluzione
clonale
La teoria dell’evoluzione clonale e i diversi modelli di dinamica evo-
lutiva possono avere alcune implicazioni sia sulla diagnosi e la pro-
gnosi del mieloma, che sull’atteggiamento terapeutico nei confronti
di questa patologia. Data la capacità evolutiva del tumore, in generale
il monitoraggio dell’evoluzione clonale potrebbe essere utilizzato
1. per guidare l’intervento terapeutico, 2. per valutare le traiettorie
evoluzionistiche e prevenire eventuali ricadute e 3. per comprendere
i meccanismi di resistenza alla terapia. Da questo punto di vista,
come già detto, è cruciale la raccolta del materiale biologico in ma-
niera longitudinale, anche con l’obiettivo di supportare la ricerca
traslazionale in questo campo. Una tecnologia che sta muovendo i
primi passi anche nel MM e che potrebbe facilitare una raccolta con-
tinua del materiale biologico è la cosiddetta liquid biopsy, ovvero una
tecnologia che consente di valutare le caratteristiche del clone tu-
morale nel campione di sangue periferico, che è relativamente più
semplice da ottenere del sangue midollare, dove invece normalmente
vengono effettuate tutte le indagini molecolari.

Considerazioni generali 
In generale, dal punto di vista diagnostico, il tipo e quantità di ete-
rogeneità genetica presente all’esordio di malattia di per sé può essere
suggestiva di dinamiche terapeutiche diverse. Infatti, una traiettoria
evolutiva lineare implica un livello di eterogeneità inferiore, mentre
traiettorie di tipo ramificato o neutrale implicano un livello di ete-
rogeneità molto superiore. Questo significa che nel primo caso, un
campionamento potrebbe essere sufficiente per descrivere accurata-
mente il clone di MM di quel paziente; nel secondo caso un singolo
campionamento potrebbe non catturare tutta l’eterogeneità genetica
che potrebbe caratterizzare quel paziente. Oggi non è prassi comune
prelevare o caratterizzare più di un campione per paziente di MM,
in un dato momento del suo percorso terapeutico, perché non è ne-
cessario - per fini diagnostici - arrivare a descrivere con precisione la
presenza di mutazioni targettabili terapeuticamente. Nella pratica
comune attuale, l’obiettivo della caratterizzazione genomica del MM
è essenzialmente quello di identificare fattori prognostici per co-
struire modelli di stratificazione del rischio. Nei modelli più re-
centi (33) vengono incluse informazioni che derivano sia da eventi
genomici macroscopici (strutturali e numerici), che da mutazioni in
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geni importanti nella patogenesi del MM (come TP53, ATM, ATR,
CCND1 e altri). Accanto all’esigenza di costruire modelli progno-
stici, tuttavia potrebbe non essere lontana la possibilità di eseguire
una medicina di precisione anche nel MM. In questo caso - come
per altre patologie neoplastiche - potrebbe rendersi necessaria l’ese-
cuzione di più prelievi per paziente, con l’obiettivo di descriverne
accuratamente l’eterogeneità genetica, per definire le alterazioni pre-
valenti, possibili target terapeutici.
La gestione clinica dell’evoluzione clonale deve tener conto di alcune
considerazioni generali.
• L’instabilità genomica è un possibile target terapeutico L’in-

stabilità genomica è il presupposto essenziale perché avvenga sele-
zione clonale e quindi evoluzione. Un approccio interessante per
la gestione dell’evoluzione clonale potrebbe quindi essere quello di
colpire i meccanismi che alimentano l’instabilità genomica, con
l’obiettivo di bloccare l’evoluzione del tumore e limitare la pro-
gressione della malattia, soprattutto nei primi stadi della malattia.
Questo approccio è stato ampiamente esplorato nei tumori solidi,
dove l’impiego di farmaci come i PARP inhibitor ha mostrato un
certo grado di successo nel trattamento di tumori caratterizzati da
mutazioni in BRCA (34). Nel MM questo approccio è stato esplorato
mostrando potenzialità interessanti: è stato infatti recentemente
pubblicato un lavoro in cui mediante un approccio combinato -
che da un lato potenzia lo stress ossidativo, e dall’altro colpisce la
risposta allo stress stesso - vengono colpiti i meccanismi che ali-
mentano l’instabilità genomica provocando l’induzione di apoptosi
nelle cellule di MM (35).

• Una terapia adattativa potrebbe arginare la selezione di cloni
resistenti Nonostante il notevole prolungamento della sopravvi-
venza libera da progressione che è stato ottenuto nel MM grazie
all’impiego dei nuovi algoritmi terapeutici, è osservazione comune
che questo obiettivo terapeutico non sempre si traduca in un reale
prolungamento della sopravvivenza globale dei pazienti. Questo
potrebbe essere il riflesso di una competizione tra sub-cloni, indotta
dal trattamento terapeutico stesso, che provocherebbe la selezione
di sub-cloni resistenti alla terapia che potrebbero emergere anche
a notevole distanza temporale dall’inizio della terapia, dopo un ini-
ziale beneficio di sopravvivenza libera da progressione. La possibi-
lità di controllare questo processo mantenendo stabile e costante
nel tempo una popolazione di sub-cloni sensibili alla terapia è stata
esplorata in modelli animali di tumore solido (36), dimostrando che
la modifica della schedula di trattamento per mantenere una co-
stante pressione selettiva su piccoli cloni residui potrebbe centrare
questo ambizioso obiettivo. Nel MM, l’impiego di una terapia di
mantenimento ha questo ruolo, come verrà discusso più avanti.

• È importante identificare le varianti clonali nell’ambito del-
l’eterogeneità genetica di un tumore Le varianti clonali potreb-
bero essere nuovi potenziali target terapeutici. Questo presuppone

un notevole sforzo della ricerca farmaceutica nello sviluppo di far-
maci mirati sulle diverse varianti identificate, che potrebbe richie-
dere tempi molto lunghi di realizzazione. Inoltre, colpire una
variante clonale non preserva dalla involontaria selezione di sub-
cloni resistenti o dalla comparsa de novo di varianti acquisite in
corso di terapia. Per questo motivo si ritiene che combinazioni te-
rapeutiche - che colpiscano contemporaneamente diversi target -
possano essere più efficaci di terapie con agenti singoli nel bloccare
l’evoluzione clonale, anche se nel MM, dove vengono comune-
mente impiegate combinazioni terapeutiche, l’evoluzione clonale
della malattia non viene impedita. Recentemente, l’impiego di ap-
procci di immunoterapia adottiva, che ha come obiettivo colpire
diversi neo-antigeni tumorali risvegliando le potenzialità anti-tu-
morali del sistema immunitario dell’ospite, si sta rivelando parti-
colarmente efficace anche nel MM e potrebbe rappresentare un
modo per superare, o almeno arginare il problema dell’evoluzione
clonale (37,38).

Considerazioni cliniche
La teoria dell’evoluzione clonale valutata nello specifico contesto del
MM deve tener conto delle seguenti situazioni particolari.
• Il trattamento nelle fasi pre-neoplastiche  Nella maggior parte

dei tumori solidi, l’idea di trattare il tumore prima che la comples-
sità genomica diventi estrema è un concetto terapeutico molto im-
portante. Nel MM questa ipotesi è invece molto discussa. Dal
punto di vista evoluzionistico possiamo immaginare che in uno
stato clinico relativamente indolente (MGUS o SMM) vi sia un
equilibrio tra il clone neoplastico e il microambiente, che porta
l’organismo a mantenere sotto controllo un clone aberrante, anche
per tempi molto lunghi, impedendone l’espansione. Quindi, un
trattamento terapeutico, se da un lato potrebbe ridurre o eliminare
completamente la massa tumorale, eventualmente selezionando
sub-cloni indolenti e quindi rallentando la progressione tumorale,
dall’altro potrebbe invece eliminare i cloni più sensibili, ma al
tempo stesso selezionare sub-cloni aggressivi e quindi provocare
un’accelerazione della progressione tumorale. Nel MM, la que-
stione cruciale è se alcuni degli stati pre-neoplastici più avanzati
(SMM) debbano o meno essere considerati MM a tutti gli effetti
e quindi debbano essere trattati. Dal punto di vista genomico,
come detto in precedenza, il SMM deve essere considerato una le-
sione genetica. Dal punto di vista clinico, si tratta di perturbare
una situazione di equilibrio che potrebbe rimanere stabile per
tempi anche molto lunghi. Sperimentalmente, non sono presenti
in letteratura dati a supporto o contro queste ipotesi. L’unico studio
ad oggi disponibile è quello del gruppo spagnolo (39), che ha arruo-
lato pazienti con SMM ad alto rischio citogenetico in uno studio
randomizzato di fase III di terapia con lenalidomide e desameta-
sone verso osservazione; in questo studio si dimostra che una tera-
pia precoce con lenalidomide prolunga significativamente il tempo
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alla progressione e che i pazienti che progrediscono a MM in corso
di terapia non hanno una malattia più aggressiva degli altri, sug-
gerendo che un trattamento anticipato nella storia naturale del
MM può essere di beneficio per il paziente. Tuttavia, l’inclusione
in questo studio solamente di SMM ad alto rischio, che hanno
cioè un rischio maggiore di progressione a MM, lascia ancora
aperta la possibilità che possa non valer la pena trattare pazienti
con malattia più indolente. Quindi resta importante capire la bio-
logia della progressione tumorale dagli stadi pre-neoplastici a quelli
di malattia sintomatica, prima di escludere la possibilità che una
terapia preventiva possa rappresentare una possibilità terapeutica
anche nel MM (40).

• Impiego di terapia sequenziale o continuativa Nonostante i si-
gnificativi miglioramenti nel decorso clinico dei pazienti con MM
dovuti all’introduzione dei nuovi farmaci, è noto che alcuni sotto-
tipi biologici, i cosiddetti pazienti ad alto rischio citogenetico, pos-
sono discostarsi significativamente dal resto della popolazione di
pazienti, in termini di outcome clinici; in particolare questi pa-
zienti tendono a rispondere come gli altri, oppure addirittura me-
glio degli altri, alle terapie, ma poi ricadono più in fretta. Al
contrario, esiste un sottogruppo di pazienti, cosiddetti MGUS-like
(41), il cui decorso clinico è particolarmente indolente. In questi pa-
zienti, nonostante il mancato raggiungimento della risposta com-
pleta, la sopravvivenza libera da progressione è prolungata rispetto
al resto della popolazione di pazienti.

Quindi, la possibilità di entrare nel dettaglio dell’eterogeneità gene-
tica del clone neoplastico e distinguere i cloni più o meno aggressivi,
e quanto sono rappresentativi dell’intero clone di MM, costituisce
un obiettivo importante per migliorare l’atteggiamento clinico e fi-
nalizzare meglio le strategie terapeutiche a disposizione.
Il moderno algoritmo terapeutico nel MM prevede una serie di bloc-
chi sequenziali di trattamento, definiti induzione, consolidamento,
mantenimento. L’induzione ha come obiettivo quello di ridurre le
dimensioni della massa tumorale, possibilmente ai livelli di malattia
minima residua. Dal punto di vista evoluzionistico, questo ha l’obiet-
tivo di ridurre al massimo l’eterogeneità del clone neoplastico, per
ridurre le potenzialità evolutive della malattia, andando a colpire e
limitare i sub-cloni più attivamente proliferanti. Il consolidamento
dovrebbe rinforzare il risultato ottenuto con la terapia di induzione,
possibilmente eliminando anche la quota di malattia minima resi-
dua, ovvero portando il paziente in remissione completa. Infine il
mantenimento ha come obiettivo quello di tenere sotto controllo
l’eventuale proliferazione di cloni residui, portando alla loro estin-
zione e possibilmente alla cura del paziente.
L’enorme eterogeneità intra-clonale del MM e il suo comportamento
clinico, suggeriscono che i diversi sub-cloni possano avere una ca-
pacità diversa di rispondere alla terapia. Pensando ai farmaci attual-
mente gold-standard della terapia del MM, possiamo dire che i cloni

più proliferativi potrebbero essere più sensibili ad una terapia con
inibitori del proteasoma, il cui meccanismo di azione richiede che
la plasmacellula sia attivamente proliferante (42). Al contrario, i cloni
più indolenti potrebbero dipendere maggiormente dalle interazioni
con il microambiente e quindi risultare più sensibili ad una terapia
con immunomodulatori. La ricerca clinica dimostra molto chiara-
mente che la combinazione di queste due categorie di farmaci è
molto potente nel MM (43,44) e nuove combinazioni terapeutiche che
includono nuovi farmaci immunomodulanti stanno confermando
la correttezza di questa impostazione teorica (45,46).
Un altro aspetto importante che deve essere tenuto in considera-
zione dal punto di vista evolutivo riguarda la durata del trattamento.
In questo senso, il consolidamento dovrebbe essere visto come un
prolungamento dell’induzione, e il razionale dovrebbe essere quello
di continuare una terapia che ha mostrato di funzionare. Esiste, in
effetti, un dibattito aperto su quale potrebbe essere il vantaggio di
continuare una terapia che funziona finché funziona, rispetto a
quello di utilizzarla per un periodo di tempo prefissato (47). Studi
condotti soprattutto dal gruppo inglese (48) sarebbero a favore della
prima ipotesi, anche se molti degli schemi terapeutici testati nei
protocolli clinici attuali prevedono una durata prefissata del tratta-
mento. L’obiettivo di queste prime fasi di terapia del MM è comun-
que quello di ridurre le dimensioni del clone fino al livello di
malattia minima residua.
La terapia di mantenimento ha quindi come scopo quello di modi-
ficare la biologia della malattia minima residua, possibilmente sele-
zionando positivamente i cloni indolenti, e quindi non inducendo
l’acquisizione di ulteriore variabilità genetica. Per questo motivo, ri-
spetto ai farmaci citotossici (che potrebbero essere mutageni), che
in questa fase della malattia potrebbero provocare un effetto opposto
a quello atteso, si privilegia l’impiego di farmaci non mutageni che
potrebbero invece agire su pathway che controllano la proliferazione
della plasmacellula in maniera indiretta (49,50). In quest’ottica, l’im-
piego di combinazioni di farmaci ad azione diversa potrebbe essere
ancora più efficace in questa fase della malattia, mantenendo conti-
nuamente sotto pressione selettiva i cloni residui agendo su fronti
diversi. Infatti, i protocolli clinici più recenti stanno esplorando que-
sta ipotesi e i risultati chiariranno se questo concetto evoluzionistico
è stato davvero correttamente interpretato nella realtà clinica.

Considerazioni diagnostiche
Dal punto di vista diagnostico, il riconoscimento delle dinamiche
di evoluzione clonale suggerisce che il clone della ricaduta potrebbe
essere diverso da quello della diagnosi. Quindi, i fattori prognostici
che caratterizzano le fasi più avanzate della malattia potrebbero non
essere gli stessi delle fasi iniziali. Uno degli scenari più comuni è la
comparsa della del(17p) alla ricaduta, in pazienti nei quali era assente
alla diagnosi, che deve essere interpretata come l’espansione di un
sub-clone portatore della del(17p), già presente alla diagnosi della
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malattia, selezionato positivamente dalla terapia e espanso nelle fasi
finali della malattia. Data l’importanza dell’inquadramento diagno-
stico del paziente, diventa quindi fondamentale una rivalutazione
citogenetica tutte le volte che la malattia progredisce, per stabilire le
caratteristiche del clone dominante in questa fase. Infatti, un razio-
nale che prende spunto da queste osservazioni potrebbe essere quello
di non ritrattare con la stessa combinazione terapeutica un paziente
che ha risposto alla terapia in prima linea, ma che è ricaduto con lo
stesso clone che era presente alla diagnosi, poiché questo potrebbe
avere caratteristiche di resistenza alla terapia impiegata.
Un altro aspetto importante riguarda la malattia minima residua; in
generale, lo studio della malattia minima residua ha un obiettivo
quantitativo: deve infatti quantificare la quota di malattia rimasta
dopo la terapia per dimostrare una riduzione della massa tumorale,
indotta dall’attività citotossica diretta o indiretta dei farmaci impie-
gati. Dal punto di vista evoluzionistico, qualora la quantità di ma-
lattia rilevata sia maggiore di zero, è possibile pensare che le cellule
che residuano siano proprio quelle chemioresistenti e che quindi la
loro caratterizzazione qualitativa potrebbe aiutare nella definizione
dei meccanismi di azione dei farmaci impiegati. Lo studio di un
gruppo spagnolo (51) ha infatti dimostrato che le cellule residue dopo
terapia possono essere separate e caratterizzate molecolarmente e ci-
toflurimetricamente e che il loro profilo di espressione genica è si-
gnificativamente diverso da quello delle plasmacellule dell’esordio
di malattia. In generale è possibile pensare che cellule che residuano
dopo una combinazione terapeutica molto efficace nell’indurre una

maggiore profondità di risposta, siano quelle più resistenti di tutto
l’intero clone presente prima della terapia. Quindi, se da un lato è
necessario indurre una elevata profondità di risposta, compatibil-
mente con la tossicità indotta da trattamenti così intensivi, dall’altro
bisogna tener conto anche della qualità di quanto residua dopo te-
rapia. Una valutazione diagnostica completa dovrebbe essere quindi
in grado di valutare la presenza di fattori prognostici in tutte le fasi
cruciali del percorso terapeutico di un paziente con MM.

Conclusioni
La terapia del mieloma sta conoscendo una fase particolarmente bril-
lante, con l’introduzione in clinica di farmaci molto efficaci e l’im-
postazione di algoritmi di trattamento molto innovativi. I risultati
si traducono in reali vantaggi per il paziente, la cui sopravvivenza è
significativamente più lunga di quanto non si potesse immaginare
fino a qualche anno fa. Contemporaneamente, l’impiego di tecno-
logie ad alta risoluzione progressivamente sempre più precise e ac-
curate, ha consentito di chiarire molti aspetti della biologia del
mieloma, in particolare l’esistenza di un elevato livello di eterogeneità
intra-clonale, e di comprendere a fondo le dinamiche di evoluzione
di questa malattia. L’integrazione di queste informazioni con quelle
derivanti dalle conoscenze sul meccanismo di azione dei farmaci deve
fornire un razionale per la definizione di schemi terapeutici ancora
più innovativi, che tengano conto del dinamismo del clone tumo-
rale, per centrare l’obiettivo di personalizzare il trattamento sulle ca-
ratteristiche peculiari di ciascun tumore.
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Introduzione
Nel 1976 Peter Nowell pubblicò un lavoro che rappresenta una
pietra miliare nella biologia dei tumori, caratterizzati come ma-
lattie clonali in cui l’intera popolazione neoplastica deriva da una
singola cellula (1). Il clone, composto da cellule geneticamente
identiche, può andare incontro a variazioni evolutive al suo in-
terno, con la comparsa di anomalie addizionali. Questo processo
vede almeno due vie di sviluppo: l’acquisizione in sequenza di
nuove mutazioni che si sovrappongono nel clone in espansione
(evoluzione lineare) (2), e l’espansione per branching con acquisi-
zione di nuove anomalie in cellule che si discostano geneticamente
dall’originaria e danno origine a nuovi (sub)cloni che possono
espandersi autonomamente ed acquisire ulteriori mutazioni. In
entrambe le vie di sviluppo viene riconosciuta una sequenzialità
nell’evoluzione clonale. In accordo a tutto ciò le lesioni genetiche
sono state distinte in fondanti (driver) e accompagnanti (passen-
ger). Sebbene le ultime si sviluppino come secondarie rispetto alle
lesioni fondanti, possono tuttavia giocare un ruolo determinante
nell’evoluzione e selezione clonale, come pure nell’aggressività cli-
nica, in relazione al panorama delle altre mutazioni con cui si
combinano (effetto epistatico).
Ulteriori aspetti che sono stati collegati all’origine e allo sviluppo
della clonalità sono: una sottostante instabilità genetica e la conse-
guente emergenza di cloni dominanti per un fenomeno di selezione
evolutiva di tipo darwiniano, e l’idea che la cellula da cui il clone si
origina sia la cosiddetta LIC (Leukemia Initiating Cell), la cellula da
cui inizia la leucemia, la cui eliminazione sarebbe decisiva al fine di
eradicare la malattia. Se all’eterogenità clonale corrisponda una ete-
rogeneità delle cellule staminali leucemiche è materia da definire.

Evoluzione del concetto di clonalità
In citogenetica la clonalità leucemica è definita da un minimo di
due cellule mitotiche con acquisizione dello stesso cromosoma (tri-
somia) o con la stessa anomalia strutturale, o anche da tre cellule
mitotiche con perdita dello stesso cromosoma (monosomia) (3).

Nel sequenziamento Sanger la clonalità emerge per mutazioni
che interessano il 15-20% delle cellule rispetto al totale del cam-
pione in esame (4).
In genomica la clonalità leucemica viene definita attraverso l’analisi
bioinformatica di milioni di sequenze a partire da DNA, anche da
singole cellule. Pertanto le valutazioni quantitative vengono fatte
sul DNA e la quantità di cellule viene definita sulla base di metodi
computazionali che utilizzano modelli probabilistici, e algoritmi in
grado di scomporre la popolazione tumorale in subcloni basandosi
sull’analisi simultanea e combinata di varie tipologie di dati (varia-
zioni nel numero di copie, profondità di lettura delle sequenze,
conta delle varianti alleliche) (5).

Clonalità e leucemia acuta mieloide
La leucemia acuta mieloide (LAM) è un vero e proprio paradigma
di malattia clonale evolutiva, in cui una lesione fondante può essere
preceduta da eventi preleucemici e/o acquisire anomalie addizio-
nali con formazione di subcloni, sia alla diagnosi che, successiva-
mente, in eventuali ricadute. L’evoluzione clonale costituisce in
genere un meccanismo biologico di aumento della malignità, sot-
tostante la progressione clinica. 
I sequenziamenti del genoma di nuova generazione stanno aiutando
a comprendere nuovi aspetti relativi alla clonalità e alla sua compo-
sizione. In particolare, lo studio di mutazioni puntiformi ha senz’al-
tro confermato l’espansione clonale a partire da una singola cellula,
ma ha anche mostrato una eterogeneità intratumorale in una stessa
leucemia, compatibile con la concomitanza di più cloni, diversi sia
per dimensione che per caratteristiche di malignità. Sebbene tale fe-
nomeno sia molto più frequente nei tumori solidi, rispetto a quelli
ematopoietici, anche in questi ultimi, compresa la LAM, si può as-
sistere a fenomeni di eterogeneità clonale (6). Più sorprendentemente
inoltre si è dimostrata la presenza di cloni midollari in individui nor-
mali la cui dimensione correla con l’età, confermando e ampliando
il concetto, noto in ematologia, secondo cui clonalità non coincide
con la malignità, anche se ne è elemento fondante. Tuttavia la pre-
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senza di cloni midollari silenti può essere elemento favorente lo svi-
luppo di leucemia. Inoltre, subcloni diversi possono corrispondere
a fenotipi diversi (7).
Un’altra informazione ottenuta dal sequenziamento massivo del ge-
noma nelle LAM è la coesistenza di più di una mutazione nonché
combinazioni di mutazioni diverse in una stessa leucemia. In realtà
si considera che nell’origine delle LAM siano sufficienti poche mu-
tazioni (<5), in numero decisamente inferiore a quello che si trova
nei tumori solidi (8,9). È interessante tuttavia notare che esistono leu-
cemie, come quella MLL positiva, in cui il numero di mutazioni può
essere inferiore; due mutazioni sembrano essere sufficienti per lo svi-
luppo della malattia (10). Il basso numero di mutazioni genomiche
ha fatto ipotizzare che eventi epigenetici contribuiscano in maniera
rilevante allo sviluppo delle LAM. Li et al (11) hanno testato questa
ipotesi valutando lo stato di metilazione a livello di singoli loci, al-
l’interno del genoma, in un’ampia casistica di pazienti con LAM. I
risultati ottenuti evidenziano l’esistenza di una eterogeneità di tipo
epigenetico che non necessariamente si sovrappone, né correla con
lo stato mutazionale, rendendo inverosimile l’esistenza di un profilo
epigenetico intraclonale. L’ipotesi che viene avanzata è che la varia-
zione del pattern epigenetico rappresenti una risposta a stimoli am-
bientali, compresi i trattamenti chemioterapici, e che non sia
correlato con l’instabilità genetica sottostante lo sviluppo dei cloni
con mutazioni genomiche, ma sia, piuttosto, un meccanismo paral-
lelo alla clonalità genomica che contribuisce allo sviluppo e alla pro-
gressione leucemica con variazioni di tipo trascrizionale (11).
La coesistenza o meno di mutazioni diverse è un importante ele-
mento di comprensione e definizione degli eventi leucemogeni si-
nergici e di quelli che invece si escludono vicendevolmente,
arricchendo enormemente l’informazione sulla dinamica clonale nel-
l’origine ed evoluzione leucemica, nell’enucleare entità specifiche,
ma anche offrendo un’informazione cruciale per una potenziale as-
sociazione delle terapie bersaglio. 
A tale proposito è evidente che le traslocazioni specifiche delle
LAM non si associano fra loro, mentre una mutazione specifica
come quella di FLT3 sinergizza con leucemie diverse, inclusa la
leucemia promielocitica e la leucemia NPM+.
Nel merito del tipo e numero di mutazioni associate alle LAM un
primo modello formulato da Gilliland e Griffin (12), cosiddetto two-
hit model, ha distinto lesioni di classe I capaci di conferire un van-
taggio proliferativo (es. FLT3-ITD o N-RAS), considerate eventi
tardivi, e lesioni di classe II, coinvolte in processi di differenzia-
mento (es. PML-RARA o MLL), considerati eventi iniziali. Sebbene
allo stato attuale delle conoscenze il modello risulti limitato, va ri-
conosciuta l’originalità di un’intuizione che, per la prima volta, ha
messo l’accento e enucleato vie funzionali specifiche che, nella cel-
lula leucemica, possono essere compromesse per effetto di geni di-
versi (13). È interessante notare che proprio questo concetto si è

affermato in considerazione dei risultati del next generation sequen-
cing che ha delineato un modello secondo il quale le LAM sono ca-
ratterizzate dalla presenza di mutazioni somatiche a carico di geni
appartenenti a diverse categorie funzionali ed in cui i pattern di
mutazione seguono traiettorie precise e articolate in step successivi
che si susseguono nel tempo. In particolare, il Cancer Genome Atlas
Research Network, sulla base di 200 casi di LAM de novo, tramite
un approccio globale di whole-genome e whole-exome sequencing,
oltre che RNA e microRNA sequencing e studio dello stato di me-
tilazione, ha identificato 9 categorie di geni rilevanti nella patoge-
nesi delle LAM: fusioni di fattori di trascrizione, oncosoppressori,
geni del pathway di trasduzione del segnale, geni coinvolti nella me-
tilazione, nel rimodellamento della cromatina, o appartenenti al
complesso dello spliceosoma, fattori di trascrizione mieloide, geni
del complesso della coesina, e infine il gene NPM1 (10).
Uno dei valori aggiunti dei sequenziamenti del genoma a partire da
cellule isolate è la possibilità di determinare anche l’ordine con cui
le diverse mutazioni si succedono, nonché l’evidenza che mutazioni
diverse possano cooperare in alcuni tipi di leucemia, ma anche che
esistano mutazioni che si escludono vicendevolmente.

Dalla citogenetica ai sequenziamenti
massivi
Tra le numerose anomalie clonali che caratterizzano le LAM, la
WHO (14) mette l’accento in quelli che sono stati riconosciuti fino
ad oggi come biomarcatori di entità clinico patologiche (Tabella 1).
Le traslocazioni cromosomiche reciproche, che producono geni e
proteine di fusione, predominano. A queste vanno aggiunte le mu-
tazioni di NPM1, CEBPA e RUNX1. Queste lesioni, pertanto, sono
l’esempio di anomalie fondanti che sostengono anche le ricadute.
Tuttavia studi funzionali sia in vitro che in vivo hanno dimostrato
la necessità di eventi addizionali al fine di ottenere l’effetto leuce-
mogeno. A tale proposito, le complessità clonali che emergono dagli
studi sul genoma sono particolarmente interessanti per ripercorrere
i meccanismi e gli eventi critici nell’evoluzione clonale (15).
Nella LAM con t(8;21) e fusione RUNX1-RUNX1T l’effetto leuce-
mogeno necessita di eventi addizionali, quali anomalie cromosomi-
che, mutazioni di geni coinvolti nella trasduzione del segnale,
mutazioni di geni coinvolti nell’epigenetica (16,17). Studi funzionali
hanno evidenziato un effetto leucemogeno delle mutazioni di TET2
e PTPN11 in associazione alla t(8;21). Le anomalie cromosomiche
addizionali sono presenti in circa il 70% delle leucemie AML1-ETO
positive (18). La più frequente è la perdita dei cromosomi sessuali, in-
differentemente X o Y, in circa il 50% dei pazienti. Il fatto che en-
trambi i cromosomi sessuali siano affetti con uguale frequenza,
indica che probabilmente i geni coinvolti in questo sottotipo di leu-
cemia mappano nelle regioni pseudoautosomiche comuni (PAR 1,
2 e 3). Le altre anomalie cromosomiche più frequentemente associate
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alla t(8;21) sono la delezione del 9q (circa 15% dei casi) e la trisomia
8 (5%). Fra i geni di trasduzione del segnale, KIT è presente in circa
il 20% dei pazienti e può cambiare la prognosi relativamente benigna
della leucemia. La sua attività leucemogena, in cooperazione con la
t(8;21) è ampiamente dimostrata in modelli murini e su saggi col-
turali di cellule provenienti da sangue di cordone ombelicale umano.
Altri geni frequentemente mutati sono N- e K-RAS, FLT3 (muta-
zioni ITD e TKD), CBL e JAK2, che riguardano, complessivamente
circa il 30% dei pazienti con t(8;21). Infine, sono anche emerse mu-
tazioni in geni coinvolti in processi di tipo epigenetico, quali ASXL1
(10%), ASXL2 (20%), IDH1 e IDH2 (5%) (19).
L’altra leucemia del gruppo CBF (Core Binding Factor) contrasse-
gnata dalla inv(16) con fusione CBFB-MYH11 vede la trisomia 22
come anomalia cromosomica addizionale nel 40% dei casi e la tri-
somia 8 nel 10-15% dei casi, la del(7q) o la trisomia 21 nel 5% dei
casi. Le mutazioni di KIT così come quelle di N- e K-RAS si trovano
in circa il 30% dei casi, mentre le mutazioni di FLT3 (ITD e TDK)
sono meno frequenti, rispettivamente 7% e 5% (20,21).
Il panorama genomico ha prodotto un’interessante osservazione che
può dare ragione delle differenze clinico-patologiche delle due leu-
cemie CBF. Infatti a fronte di mutazioni comuni ad entrambi i sot-
totipi, esistono eventi cosiddetti privati che si sviluppano nel
sottogruppo RUNX1/RUNX1T (20,22) (Tabella 2).
La t(15;17) è il paradigma della lesione fondante e del successo della
terapia bersaglio nelle LAM. Tuttavia anche in questo caso topi tran-
sgenici nel cui compartimento mieloide veniva espresso il trascritto
PML-RARA sviluppavano una leucemia soltanto dopo un lungo pe-
riodo di latenza, indicando che il trascritto PML-RARA è critico per

lo sviluppo della leucemia, sebbene non sufficiente di per sé. In altri
modelli, l’espressione del trascritto di fusione reciproco RARA-X,
svolge funzione di cooperazione con il trascritto principale, concor-
rendo non solo al processo leucemogeno ma anche a determinare le
caratteristiche specifiche della malattia (23,24).
L’anomalia subclonale più frequente è la trisomia 8 o la duplica-
zione del braccio lungo del cromosoma 8, seguita dalla delezione
del cromosoma 7. Sono riportati casi di microdelezioni del cro-
mosoma 15 e 17 in regioni prossime al breakpoint, o la presenza
di isocromosoma i(17q) (25,26). Dal punto di vista mutazionale, le
mutazioni di FLT3 (mutazioni del dominio tirosin-kinasico, ma
soprattutto internal tandem duplications) sono senz’altro le più fre-
quenti, e si verificano nel 35-45% dei casi. Altre mutazioni pos-
sono essere riscontrate a livello dei geni WT1, N- e K-RAS, e due
membri del complesso SWI/SNF, in particolare ARID1B e
ARID1A (27). Inoltre, un network di almeno 8 geni (STAG2,
U2AF1, SMC1A, USP9X, IKZF1, LYN, MYCBP2 e PTPN11) si-
gnificativamente coesistenti con PML-RARA è emerso dall’analisi
dell’intero esoma di leucemie promielocitiche (28).
La t(9;11) rappresenta la leucemia MLL più comune, clinicamente
eterogenea anche se con andamento relativamente più benigno ri-
spetto alle altre leucemie MLL. L’iperespressione di EVI1 (40% dei
casi) ne peggiora la prognosi (29). Talvolta sono presenti anomalie cro-
mosomiche addizionali, fra le quali la trisomia del cromosoma 8/+8q

Leucemia acuta mieloide

LAM con anomalie genetiche ricorrenti

LAM con t(8;21)(q22;q22)

LAM con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22)

LAP con riarrangiamento di RARA

LAM con t(9;11)(p21.3;q23.3)

LAM con t(6;9)(p23;q34.1)

LAM con inv(3)(q21.3q26.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2)

LAM megacarioblastica con t(1;22)(p13.3;q13.3)

LAM con riarrangiamento BCR/ABL1 (entità provvisoria)

LAM con mutazione di NPM1

LAM con mutazione biallelica di CEBPA

LAM con mutazione di RUNX1 (entità provvisoria)

Tabella 1 - Classificazione genetica delle Leucemia Acute Mieloidi in accordo alla
WHO 2016 (14)

Tabella 2 - Leucemie CBF: anomalie genetiche comuni e private (19)

t(8;21)(q22;q22.1)

RUNX1-RUNX1T1

Anomalie private

Anomalie comuni

inv(16)(p13.1q22) /
t(16;16)(p13.1;q22)

CBFB-MYH11

Anomalie private

-Y +8 / +8q +22

-X +11

9q- 7q-

Geni coesina KIT

RAD21 N-RAS

SMC1A K-RAS

SMC3 FLT3

ASXL2

ASXL1

EZH2

KDM6A

MGA

DHX15
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è senz’altro la più frequente (circa il 30% dei casi). Dal punto di
vista molecolare, si associa a mutazioni di N-RAS (circa 20% dei
casi) o di FLT3 (FLT3-TDK 10%, FLT3-ITD 5%). L’analisi geno-
mica ha rivelato pochissime mutazioni cooperanti e per lo più non
significativamente ricorrenti. Inoltre, è noto che l’aggressività di que-
sta leucemia è maggiore se la cellula di origine è una staminale ema-
topoietica o progenitori multipotenti rispetto a progenitori già
commissionati (30). Tuttavia il panorama mutazionale è simile nei due
casi, indipendentemente dall’origine cellulare.
La t(6;9), seppure rara (1-2% delle LAM) è una entità distinta
molto caratteristica sia sul piano morfologico che clinico e frequen-
temente unica aberrazione citogenetica. Tuttavia una percentuale
consistente di pazienti (circa il 70%) presenta associazione con mu-
tazione FLT3-ITD, che conferisce caratteristiche cliniche peculiari,
quali incremento dei leucociti e della quota blastica e cattiva pro-
gnosi. In una percentuale minore di pazienti la t(6;9) è stata asso-
ciata a mutazioni di K-RAS (circa 20%). Un recente studio ha
inoltre messo in luce, tramite analisi di whole-genome e targeted se-
quencing, almeno una mutazione dei geni WT1, ETV6, IDH1,
GATA1, N-RAS, CUX1 e KDM6A, suggerendo che anche in questo
caso l’evoluzione leucemica non necessiti di un elevato numero di
lesioni addizionali (20,31-33).
L’inversione e la traslocazione del cromosoma 3, inv(3)(q21q26.2)
e t(3;3)(q21;q26.2), vanno oggi considerate come il capostipite della
LAM con espressione aberrante di EVI1 che comprende altre tra-
slocazioni cromosomiche, ma anche cariotipo normale. Il meccani-
smo molecolare sottostante si basa su un enhancer di GATA2 che va
incontro a trasposizione nel riarrangiamento inv(3) e t(3;3), ed è re-
sponsabile al contempo dell’iperespressione di EVI1 e della aploin-
sufficienza funzionale di GATA2 (34). Il riarrangiamento del
cromosoma 3 è frequentemente associato a monosomia 7 (circa il
20% dei casi) o a cariotipo complesso (20%) (35). EVI1 è un fattore
di trascrizione con un pattern di espressione specifico nelle cellule
staminali più primitive (CD34+ CD38-), ed è essenziale per la re-
golazione del self-renewal della cellula staminale ematopoietica. Agi-
sce come fattore trascrizionale e regola l’espressione di geni target,
fra cui alcuni noti per il loro ruolo nell’ematopoiesi, come GATA2,
PBX1 e PML, tramite i due domini a dita di zinco situati alle estre-
mità N- terminale e C-terminale. EVI1 è anche noto per indurre
cambiamenti di tipo epigenetico, attraverso la sua diretta interazione
con l’enzima istone deacetilasi. Da sola, tuttavia, l’espressione di
EVI1 non è sufficiente allo sviluppo completo della leucemia e gli
eventi genomici che sono stati individuati nella cooperazione sono
quelli coinvolgenti HOXA9, MEIS1, e la fusione KMT2A-MLLT3.
L’architettura clonale emersa dagli studi sul genoma vede come mu-
tazioni ricorrenti il gene N-RAS (30%), K-RAS (15%), PTPN11 e
SF3B1 (20%) GATA2, ETV6, PHF6 (15%), ed infine RUNX1,
BCOR, ASXL1, NF1 e IKZF1 (10%) (20).

La t(1;22) è stata la prima fusione genica descritta nella leucemia
acuta megacarioblastica in pazienti non-Down (36,37). I geni coin-
volti sono RBM15 (1p13.3) e MKL1 (22q13.1-q13.2). A seguire
sono stati identificati numerosi sbilanciamenti genomici (variazioni
nel numero di copie, o CNV, Copy Number Variations). Tuttavia,
il contributo determinante nella caratterizzazione di questa rara
leucemia è stato dato dalla genomica con l’identificazione di fu-
sioni fondanti in sottogruppi specifici e di eventi cooperanti (38).
Risulta evidente tuttavia (Tabella 3) che le informazioni ottenute
fino ad oggi riguardano l’età pediatrica, mentre molto è da spiegare
in questa rara forma nell’adulto. 

NPM1
Le mutazioni di NPM1 riguardano circa un terzo dei casi di LAM.
Fra le oltre 40 mutazioni descritte, la grande maggioranza riguarda
l’esone 12, più raramente gli esoni 9 o 11, e sporadicamente altri
esoni. Tutte funzionalmente aumentano l’export nucleare della pro-
teina. In analogia con le altre lesioni fondanti, le mutazioni di
NPM1 non sono di per sé capaci di indurre il fenotipo leucemico.
Nel 40% dei casi si associano a mutazioni FLT3-ITD, nel 20% a
mutazione di N-RAS, e in circa il 20 % si associano a mutazioni
del complesso della coesina (RAD21, SMC1A, SMC3). In circa il
75% dei casi sono inoltre presenti mutazioni preleucemiche di geni
coinvolti nei meccanismi di regolazione epigenetica, quali
DNMT3A, IDH1, IDH2, TET2, ASXL1 (39). In particolare, nella
LAM NPM1+ la mutazione di DNMT3A può rappresentare il fil
rouge di clonalità sempre presente, dalla diagnosi, alla remissione,
alla ricaduta, facendo assegnare a DNMT3A un ruolo di lesione
clonale molto precoce (di una cellula staminale leucemica?) e a
NPM1 il ruolo di mutazione driver, ma tardiva. È interessante no-
tare che il termine preleucemico non correla in alcun modo con
manifestazioni cliniche tipo sindromi mielodisplastiche, ma sta sol-
tanto ad indicare che nell’evoluzione clonale tali mutazioni prece-
dono la lesione fondante, come ad esempio la mutazione di

Tabella 3 - Fusioni nella leucemia acuta megacarioblastica (38)

Bambini Adulti

GATA1 (mutazioni) 9.2% 4.2%

HOX 14.9% -

RBM15-MKL1 10.2% -

NUP98-KDM5A 11.5% -

KTM2A-MLL 17.2% -

CBFA2T3-GLIS2 18.4% -
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NPM1 (40). In accordo, le mutazioni dei geni che regolano l’epige-
netica si sviluppano in cellule staminali e progenitori che manten-
gono le caratteristiche di totipotenza, e la leucemia si manifesta
quando la mutazione di NPM1 si aggiunge nel comparto di proge-
nitori più tardivi, come un progenitore granulo-monocitico (40). La
mutazione di DNMT3A, d’altra parte, è stato dimostrato conferire
alle cellule staminali un certo grado di vantaggio proliferativo fa-
vorente l’espansione clonale (40).

CEBPA
Le mutazioni di CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein-α) sono
specificamente presenti nelle LAM, spesso in forma biallelica. Le
mutazioni di CEBPA, con perdita di funzione, sono sparse in tutta
la sequenza codificante ma sono rappresentate essenzialmente da in-
serzioni/delezioni out of frame della regione N-terminale (che con-
tiene i domini di transattivazione) o in frame della regione
C-terminale che ha funzione di legame con il DNA. Nei casi con
mutazione biallelica, una mutazione della regione N-terminale si as-
socia a mutazione della regione C-terminale. Nelle LAM con muta-
zione biallelica, le lesioni di CEBPA sono in compresenza con quelle
di GATA2, N-RAS, WT1 e CSF3R (41).

RUNX1
Il gene RUNX1 è stato per ora inserito come entità provvisoria nella
WHO. Le sue aberrazioni nelle LAM sono ricorrenti sia come tra-
slocazioni, che mutazioni, che delezioni. RUNX1, che svolge un
ruolo cruciale nell’ematopoiesi definitiva ed è necessario per la ge-
nerazione, allo stadio embrionale, della cellula staminale ematopo-

ietica, riarrangia con numerosi geni in aggiunta a RUNX1T1/ETO.
PRDM16 nella t(1;21)(p36;q22), MECOM/EVI1 o RPL22L1 in
t(3;21)(q26;q22), CBFA2T3 in t(16;21)(q24;q22) rappresentano i
più frequenti partners di questo gene promiscuo (42). Le mutazioni
puntiformi in RUNX1 riguardano prevalentemente il dominio
RUNT e comportano la perdita di funzionalità dovuta all’incapacità
di questo fattore di trascrizione di legarsi al DNA e/o alla subunità
CBFβ. Sono mutazioni di tipo missenso, nonsenso o frameshift.
Sulla base delle osservazioni che le mutazioni inattivanti di RUNX1
sono tumorigeniche, RUNX1 è stato a lungo considerato come un
gene oncosoppressore. Tuttavia, alcune leucemie ne mostrano l'am-
plificazione, suggerendo che un certo livello di attività è necessario
e potrebbe essere vantaggioso per la progressione della malattia. Nelle
LAM le mutazioni di RUNX1 sono associate a cariotipo normale,
con una frequenza che va dal 15-20% nelle SMD/LAM e LAM de
novo, fino al 35% nelle LAM secondarie (43). Mutazioni di altri geni
in possibile associazione sono FLT3 (sia ITD che TDK), MLL, ma
anche ASXL1, CEBPA, DNMT3A, N-RAS, KIT, IDH1, IDH2,
WT1. Le mutazioni di NPM1, invece, sembrano essere mutual-
mente esclusive con quelle di RUNX1 (44).
Importante ricordare che le mutazioni degli ultimi due geni, CEBPA
e RUNX1, possono essere anche di natura germinale e pertanto as-
sociate a leucemie familiari in un particolare modello di sviluppo
clonale che vede il primo hit leucemogeno congenito nella muta-
zione monoallelica e un secondo evento, acquisito, che comprende
la mutazione, a livello midollare, del secondo allele o la duplicazione
di quello mutato (Figura 1) (41,45).

Leucemia acuta mieloide

Figura 1 - Origine ed evoluzione di mutazioni familiari

midollo 
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Evoluzione clonale nelle LAM
secondarie 
La diagnosi delle LAM secondarie che si sviluppano in corso di altre
neoplasie mieloidi croniche, nella fattispecie sindromi mielodispla-
stiche e mieloproliferative, si basa a tutt’oggi sulla citomorfologia,
poiché, convenzionalmente, solo una quota di mieloblasti superiore
al 20% viene definita leucemia acuta. A tale proposito tuttavia è
necessario precisare che non viene attribuito particolare rilievo alla
quota di blasti nel caso di diagnosi di sindrome mielodisplastica
(SMD) con lesioni genetiche tipiche quali la t(8;21), la t(15;17),
l’inv(16), o anche i riarrangiamenti di NUP98 o EVI1, proprio per
la forza evolutiva e l’aggressività di tali cloni neoplastici, che deter-
mina una rapida comparsa (entro i 6 mesi) del fenotipo leucemico.
A questo gruppo di lesioni vanno anche aggiunte le mutazioni di
NPM1 in SMD, il cui impatto clinico è fortemente indicativo dello
sviluppo rapido di una LAM (46). Inoltre studi sulla clonalità hanno
mostrato che, nonostante la quota blastica nella fase mielodispla-
stica sia inferiore al 20%, il clone maligno abbia in realtà dimensioni
maggiori. Nel merito del tipo di mutazioni, Abdel-Wahab (47), ana-
lizzando 63 pazienti con LAM secondaria a disordine mieloproli-
ferativo, ha riconosciuto in TET2 uno dei geni più frequentemente
mutato nella fase di trasformazione leucemica, mentre le mutazioni
di ASXL1 erano già presenti nella fase di disordine mieloprolifera-
tivo. Un modello di evoluzione particolare è emerso da una fusione
EWSR1-MYB con espressione aberrante di MYB in una LAM se-
condaria in corso di mielofibrosi JAK2-positiva, che, mantenendo
il suo assetto invariato nella fase di remissione completa della leu-
cemia acuta con normalizzazione di MYB, evoca il modello di evo-
luzione in cui cloni diversi sostengono i due fenotipi, quello della
mielofibrosi e quello della leucemia acuta (48) (Figura 2).
Nelle LAM evolute da SMD si riconosce chiaramente una clonalità,
in quanto nella fase di leucemia acuta persiste in genere una lesione
fondante associata ad uno o più subcloni in cui nuove anomalie si
accompagnano alle precedenti. Così, mentre i geni con funzione
epigenetica svolgono un ruolo precoce nel processo di trasforma-
zione, le mutazioni di geni coinvolti nella trasduzione del segnale
(FLT3, RAS), degli oncosoppressori (TP53), dei fattori di trascri-
zione (MLL, CEBPA, RUNX1) sono acquisite nel corso dell’evolu-
zione di malattia (49-53). 

L’esempio emblematico di leucemia secondaria in SMD è la leuce-
mia che si sviluppa nella SMD con del(5q) isolato. È noto che il
clone del(5q) va incontro a un’evoluzione clonale di tipo lineare sul
piano citogenetico, acquisendo una o più anomalie cromosomiche
addizionali nella maggioranza dei casi. Tuttavia i sequenziamenti di
nuova generazione hanno fornito un’informazione estremamente
importante nel predire una predisposizione alla progressione rappre-
sentata dalla presenza di una mutazione di TP53 che, a partire da
un clone anche di dimensioni molto piccole, si espande nella leuce-
mia acuta (54). Pertanto questo marcatore molecolare è di particolare
importanza anche per la sua espansione in relazione al trattamento
con lenalidomide. Accanto a TP53 nell’evoluzione di questa leuce-
mia secondaria sono ricorrenti anche le mutazioni di RUNX1 e
TET2 (55). È descritta una elevata frequenza delle mutazioni di
RUNX1, MLL, FLT3, NPM1 e N-RAS nelle leucemie secondarie,
facendo attribuire a queste variazioni un elevato effetto leucemo-
geno, sia che esse compaiano alla diagnosi, sia che compaiano in un
momento successivo, sommandosi a mutazioni preesistenti (56).

Recidiva leucemica
Nella Figura 3 vengono schematizzati alcuni modelli di ricaduta che,
sintetizzando le acquisizioni citogenetico-molecolari arricchite dalle
analisi del genoma, vedono l’origine 1) dal clone con la lesione fon-
dante della diagnosi ed eventuale acquisizione di anomalie addizio-
nali in un’evoluzione clonale lineare (3a); 2) da un subclone già
presente alla diagnosi e sopravvissuto alla terapia (3b); 3) da un sub-
clone emergente a causa della terapia (3c); 4) da un iniziale clone
preleucemico che acquisisce mutazioni dopo la terapia (3d) (2,57).
È evidente che l’eterogeneità clonale in questi casi non prescinde
dalla pressione selettiva e mutagena dei trattamenti chemioterapici.
A tale proposito è importante anche notare che questi modelli non
si escludono vicendevolmente ed è plausibile che la ricaduta in un
singolo paziente possa emergere sulla base dell’associazione di uno
o più di tali meccanismi (57,58).

Conclusioni
Il concetto di clonalità leucemica, che ha ispirato le ipotesi patoge-
netiche, le classificazioni a valenza diagnostica, la stratificazione pro-
gnostica, il monitoraggio della malattia residua, e terapie bersaglio
di successo, si è basato, fino ad oggi, sui marcatori citogenetico-mo-
lecolari identificati dal cariotipo, dalla FISH e dal sequenziamento
genico. Le nuove tecnologie di sequenziamento massivo, oggi a di-
sposizione, arrivando a determinare l’assetto genomico di ogni sin-
gola cellula leucemica (microscopia genetica), hanno ampliato il
concetto di clonalità verso quello di architettura clonale all’interno
della quale è compresa una costellazione di mutazioni distribuite in
grandi e piccoli cloni. È così che, accanto alle lesioni fondanti di en-
tità specifiche, si sono evidenziate lesioni nuove e soprattutto com-Figura 2 - Cloni indipendenti in LAM secondaria

A + B

C 
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binazioni preferenziali di lesioni che cooperano nel determinare la
dinamica e la selezione clonale nelle diverse leucemie. Queste pro-
fonde conoscenze sull’evoluzione clonale delle LAM forniranno una
solida base biologica per la comprensione della leucemogenesi con
conseguente innovazione nella condotta terapeutica. 
Molte le domande aperte intorno cui la ricerca in atto saprà dare
indicazioni. Tra queste, l’individuazione delle mutazioni e, più pre-

cisamente, delle loro combinazioni, capaci, da un lato, di impartire
al (sub)clone un vantaggio di crescita e/o una resistenza alle terapie,
d’altro lato di interagire, operando su meccanismi cellulari la cui
identificazione potrà essere di ispirazione per nuovi interventi e
schemi di trattamento. Infine, il significato dei cloni minori e il
loro potenziale ruolo nell’indirizzare le ricadute potrà cambiare le
modalità di monitoraggio e le decisioni terapeutiche (59).

Leucemia acuta mieloide

Figura 3 - Rappresentazione schematica di modelli di evoluzione clonale nelle LAM
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