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Il danno epatico & una nuova caratteristica delladiattia MYH9-correlata

La MalattiaMYH9-correlata MYH9-RD) € un raro disordine sindromico, a trasmissiaa®somico dominante,
caratterizzato da piastrinopenia congenita assoaiatischio di sviluppare nefropatia, sordita wsensoriale e
cataratta presenile. Nel corso dello studio dedlolte di pazienti arruolati al Registro Italiandad®YHS-RD,
abbiamo osservato che diversi soggetti presentayaaelevazione non spiegata dei markers di dapatoeel-
lulare. Scopo del presente studio € stato quelleedficare l'ipotesi che il danno epatico sia unanifestazione
non riconosciuta delldYH9-RD e di valutarne il significato clinico e progties. Le concentrazioni di AST,
ALT e GGT osservate nei pazienti consecutivamernigotati al Registro sono state confrontate conllgue-
terminate in tre casistiche di controllo: una costpalai soggetti partecipanti ad un ampio studigogiolazione
condotto in un isolato geografico italiano e dusistiche di pazienti con piastrinopenia cronicaivderte da
cause diverse dalle mutazioniMiYyH9. Trentotto dei 75 pazienti cdYH9-RD valutabili (50.7%) mostrava-
no elevazione di ALT e/o AST, mentre la GGT erarémgentata nel 27% dei casi (17/63). L'incremente me
dio era da 1.9+0.7 a 2.7t1.6 volte il limite supee dell'intervallo di normalita. La prevalenza
dell'alterazione di tali markers nei pazienti cBfYH9-RD era significativamente superiore rispetto allque
osservata in ciascuna delle tre casistiche di otlatrcon valori di odds ratio compresi tra 8.2 ®%Is 2.2-
44.8) e 24.7 (14.8-40.8). Il follow-up clinico etediori studi della funzione epatica non hanno madstalcun
significativo danno strutturale d’organo né la tenga all’evoluzione verso l'insufficienza epatitadanno
epatico & quindi una caratteristica frequente,nersi non riconosciuta, del quadro sindromico dMMH9
RD; allo stato attuale, tale alterazione non semplassedere un significato prognostico sfavorevole.

Alteration of liver tests is a new feature of MYH@lated disease syndrome

MYH9related diseasd(YH9-RD) is a rare autosomal dominant syndromic disoctt@racterized by congenital
thrombocytopenia associated with the risk of deui@lg nephropathy, sensorineural deafness, andnplesat-
aract. During the analysis of the large databagmbénts enrolled to the Italian Registry dYH9-RD, we ob-
served that many subjects presented unexplainedtida of liver enzymes. The aim of the presentigtis to
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test the hypothesis that hepatic damage is an oginézed feature of the1lYH9-RD and to define its clinical and
prognostic significance. data concerning the commaéan of AST, ALT, and GGT of consecutive pat®en-
rolled in the Registry were collected and compamét those recorded in three control populatiohs: partici-
pants to a large epidemiological survey in andtalgeographic isolate, and two case series of cisbjeith
chronic thrombocytopenia deriving from causes otthem MYH9 mutations. Thirty eight of 75 evaluable
MYH9RD patients (50.7%) showed elevation of ALT andAS8T, and 27.0% (17/63) presented increase of
GGT. The increases ranged from 1.9+0.7 to 2.71dld the upper normal limit. The prevalence of livest al-
terations was significantly higher MYH9-RD patients compared to each of the control pdjmura, with odds
ratios ranging from 8.2 (95%Cls 2.2-44.8) to 241%.8-40.8). Clinical follow-up and more detailediéstiga-
tions did not show any significant structural damad the liver or evolution towards liver insuffgicy. We
concluded that hepatocellular damage is a freqaedtpreviously unrecognized feature of M¥H9-RD syn-
drome and that this defect does not appear to &dga®r prognostic significance.

Introduzione

La MalattiaMYH9-correlata MYH9related diseasédlYH9-RD) e un disordine sindromico, a trasmis-
sione autosomico dominante, causato da mutazibgene che codifica per la catena pesante della mio
sina nhon-muscolare IIA (NMMHC-IIA). | soggetti affeda MYH9RD presentano sin dalla nascita a-
nomalie ematologiche, rappresentate da piastrifn@peracrocitosi piastrinica e caratteristici aggteg
della proteina mutata nel citoplasma dei granuloeititrofili. La maggior parte dei pazienti svilipm
seguito, nel corso dell'infanzia o della vita adultilteriori manifestazioni cliniche: sordita nesgnso-
riale, cataratta presenile, e/o nefropatia prot&auwche spesso evolve in insufficienza renale iteal®
[1-2]. Lo spettro di mutazioni causative deiley H3-RD comprende 44 differenti alterazioni eterozigoti
di MYH9[1, 3-9] che possono coinvolgere il dominio N-taratke (Motor Domain: MD) o quello C-
terminale (Tail Domain: TD) della NMMHC-IIA. Indagj recenti hanno identificato correlazioni signi-
ficative fra genotipo e fenotipo clinico: i pazienbn mutazioni interessanti il MD, infatti, presamo
piastrinopenia piu severa e maggiore incidenzaaeitgrdella nefropatia e del danno uditivo rispetto
quelli con mutazioni che coinvolgono il TD [2]. lmaiosina non-muscolare 1A € una miosina conven-
zionale citoplasmatica coinvolta in svariate funziconnesse con la produzione di forza chemomecca-
nica intracellulare da parte del citoscheletro,ligaacitocinesi, la motilita cellulare e il maniemento
della forma della cellula [10-11]. Studi condottill®rtologo murino Myh9 ne hanno documentato
I'espressione nella maggior parte degli organissug analizzati, con rare eccezioni, quali il nalsc
scheletrico e il testicolo [12]. Nonostante la rilistzione pressoché ubiquitaria della NMMHC-IIA, le
manifestazioni cliniche riconosciute deN®&H93-RD sono limitate alle sopraccitate alterazioni tiaa
giche e della funzione renale, uditiva e visivaclinica Medica Ill della Fondazione IRCCS Poligtim
San Matteo di Pavia coordina dal 2007 un registmiamale di questa malattia rara (Registro Italiano
della MalattiaMYH9-correlata, www.registromyh9.org). La raccolta diaasistica ampia di pazienti con
MYH9RD ha permesso di osservare che diversi soggetieptavano alterazione dei markers bioumo-
rali di danno epatocellulare che rimaneva non gpéegnche dopo un accurato work-up diagnostico per
la ricerca delle principali cause di epatopatian €@resente studio, abbiamo effettuato una vaioite
sistematica della prevalenza delle alterazionnuikers di danno epatico in un’ampia popolaziongeadi
zienti conMYH9RD caratterizzati per genotipo e fenotipo; talevafenza é stata confrontata con quella
registrata nel corso di un ampio studio di popolazicondotto fra gli abitanti nella regione dellli@stra,
nella Sardegna centro-orientale [16] e con qualiiwata in due casistiche di pazienti con difteferme

di piastrinopenia cronica afferiti al nostro Cemtigllo stesso periodo di tempo. Abbiamo infine taitb
I'evoluzione delle alterazioni laboratoristiche @sgte in termini di danno d’organo.
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Scopo del lavoro

Il presente studio si propone di verificare l'ipgitehe il danno epatico sia una caratteristicarainon
riconosciuta del quadro fenotipico conseguenteraliéazioni diMYH9 e, in tal caso, di fare luce sul
suo significato clinico e prognostico in terminidéinno d’organo.

Materiali e metodi

Pazienti

Sono stati arruolati allo studio tutti i pazientinsecutivi inclusi nel Registro dal settembre 2@07
settembre 2010 per i quali fossero disponibiliti dalativi agli indici bioumorali di danno epaticha
diagnosi dIMYH9-RD e stata posta in tutti i casi mediante il gistcreening in immunofluorescenza
per la localizzazione leucocitaria della NMMHC-IEAscreening di mutazione BMiYH9[1-2, 17]. Lo
studio é stato approvato dal Comitato di BioetiedadFondazione IRCCS Policlinico San Matteo di
Pavia. Tutti i pazienti arruolati hanno fornito eemso informato scritto alla partecipazione
all'indagine. La prevalenza delle alterazioni deigliici di funzionalita epatica nei pazienti con
MYH9RD e stata confrontata con quella riscontratacnedo di uno studio di popolazione effettua-
to tra il 2002 e il 2008 fra i residenti nella regée dell’Ogliastra, nella Sardegna centro-orientale
che ha permesso di raccogliere i dati clinici eumorali di 12517 abitanti [16, 18]. In questo modo,
i pazienti colMYH9S-RD sono stati confrontati con una casistica andpsoggetti residenti in Italia,
sia pur in un’area geografica ristretta, al fineséiificare che la prevalenza dei segni di danre> ep
tico in questi soggetti differisca significativanterda quella della popolazione generale. Sono state
utilizzate come ulteriori popolazioni di controlitue casistiche di pazienti consecutivi affetti ¢tk p
strinopenia cronica afferiti al nostro centro nedkesso periodo di tempo (2007-2010): una di pa-
zienti con piastrinopenia autoimmune e una di stipgéetti da piastrinopenie ereditarie derivanti
da cause diverse dalle mutazionMiYH9[19]. In questo modo, i pazienti cdiYH9-RD sono stati
confrontati con due casistiche omogenee per laizmm di piastrinopenia cronica, con lo scopo di
escludere che tale situazione possa essere dé @sseciata a danno epatico.

Metodi

Studio della funzione epatica nei pazienti con MeaavYH9-correlata

Al momento della raccolta dei dati il Registro umbbva 184 pazienti. Sono stati estratti dal datbas
parametri relativi ai livelli plasmatici dei seguieimdici bioumorali di danno epatico: alanina amtn
transferasi (ALT), aspartato aminotransferasi (AS&) gamma-glutamiltranspeptidasi (GGT).
L'alterazione di ciascun marker é stata definithrdi@vo di un livello plasmatico piu alto rispettal
limite superiore del range di normalita del laborit dove e stato eseguita I'analisi. Al momento
dell'analisi, in tutti i pazienti & stata raccoltaanamnesi fisiologica, patologica e farmacologéthe
stato effettuato I'esame obiettivo. | pazienti ddiWHO-RD che presentavano alterazione dei markers
di danno epatico sono stati sottoposti ad apprafieecto diagnostico consistente nello studio ecogra-
fico del fegato e nell’esecuzione sistematica @i s@rie di esami bioumorali per la ricerca di pubsi
cause alternative di danno epatico: ricerca marierslogici per i virus HAV, HBV e HCV; dosag-
gio di bilirubina totale e diretta, albumina, c@gterasi, fosfatasi alcalina; ricerca anticorpiraraieo,
anti-muscolo liscio, anti-mitocondrio, anti-LKM atimicrosomi; dosaggio cupremia, cupruria, ceru-
loplasmina, alfa-1-antitripsina; dosaggio ferritisi@rica, ormoni tiroidei, anticorpi anti-endomiso
anti-transglutaminasi. Lo studio elastosonograficoimpulsi del fegato e lo studio istologico della

- 821 -



Carlo Zaninetti et al.

biopsia epatica sono stati eseguiti ciascuno insingolo caso. Tutti i pazienti in cui, sulla base
dell'anamnesi e degli esami bioumorali & stataonit@ta una condizione patologica potenzialmente
determinante un danno epatico sono stati escluigod dallo studio.

Analisi degli indici bioumorali di danno epaticolleepopolazioni di controllo

L’alterazione dei livelli plasmatici dei markersdinno epatico € stata definita nelle tre popolazio
controllo utilizzando gli stessi criteri precedentnte descritti per la casistica dei pazienti con
MYH9-RD. Per la popolazione degli abitanti dell'@gitra non era disponibile il dato di GGT.

Analisi statistica

Le variabili continue sono state espresse nellm&odi media e deviazione standard, quelle di-
scontinue in forma di numeri interi e percentubh. casistica dei pazienti cddYH9-RD é stata
confrontata con ciascuna delle tre popolazioniatitmllo attraverso I'uso del test Chi quadrato.
Sono stati considerati come statisticamente sicgifvi valori dip inferiori a 0.05. Per ciascuno
dei confronti effettuati € stata calcolata I'od@sio (OR) e il relativo intervallo di confidenza al
95% (95% CI). Il metodo della regressione logistécatato utilizzato per prendere in considera-
zione I'eventuale effetto di eta e genere comealaliidi confondimento.

Risultati

Arruolamento

Al momento del presente studio risultavano arrualaRegistro 189 pazienti; i dati relativi aglidiici
bioumorali di funzionalita epatica erano disponilil89 casi. Quattordici pazienti sono stati eschu
priori dallo studio a causa del riscontro di coitiz patologiche che possono determinare danno epa-
tocellulare: positivita sierologica per gli antipoanti-HCV o per HbsAg e/o presenza di epatopatia
HCV-relata (7 pazienti), scompenso cardiaco comges{3), anamnesi positiva per esotossicosi alco-
lica (2), carcinoma vescicale con secondarismiieipdf), morbo celiaco (1). Sono stati quindi arali
zati 75 pazienti consecutivi cohYH9SRD appartenenti a 52 famiglie non consanguinegresaalen-

za delle alterazioni dei markers di danno epatictaéa confrontata con quella riscontrata in 77 pa-
zienti consecutivi affetti da piastrinopenia autmione cronica e 32 soggetti consecutivi affetti da p
strinopenia ereditaria derivante da cause diveaie thutazioni dMYH9. Questi ultimi consistevano
iIn12 pazienti affetti da Sindrome di Bernard-Sauir@noallelica [19], 11 pazienti con piastrinopenia
autosomico-dominante causata dalle mutazioni di RBR6 [20], 3 soggetti con piastrinopenia auto-
somico-dominante causata da mutazioni di ITGB3 B8] pazienti con macrotrombocitopenia eredi-
taria di origine non determinata [22-23]. Dei 125fftecipanti allo studio epidemiologico Ogliastra
erano disponibili i dati relativi agli indici bioupnali di funzionalita epatica di 7659 soggetti. drie-

sti, 402 sono stati esclusi a priori dallo studiqquanto presentavano in anamnesi una condizione pa
tologica potenzialmente determinante danno epdubaed. Sono stati quindi arruolati 7257 soggetti.
Le principali caratteristiche demografiche dellsistiche analizzate sono riportate in tabella 1dite
ferenti popolazioni sono risultate comparabili p& e genere, se si esclude il fatto che i pazoemti
MYH9RD presentavano eta significativamente inferigspatto alla popolazione dello studio Oglia-
stra e ai pazienti con Piastrinopenia autoimmur@.(1 per entrambi i confronti).
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Alterazione degli indici bioumorali di danno epaticnei pazienti con Malattia MYH9-correlata

La prevalenza delle alterazioni dei markers di degwatico nelle quattro casistiche analizzate@taga

in tabella 2. Trentotto dei 75 pazienti dgfYH9-RD (50.7%) presentavano incremento di ALT o AST.
L’enzima piu frequentemente alterato era '’ALTclli valore € risultato elevato in 35 pazienti (46)7
ventinove di questi (38.7% del totale) presentauamoontestuale incremento di AST. Tre pazieng; pr
sentavano invece aumento della sola AST. |l liva#ila GGT e stato dosato in 63 pazienti ed eteitul
incrementato in 17 casi (27%). In particolare, [@TGera aumentata in 16 dei 32 soggetti che presenta
vano incremento delle aminotransferasi, mentrenisalo caso é stata osservata elevazione isoldga de
GGT. L'incremento medio della ALT era di 1.9 voaitéimite superiore del range di nhormalita dei labo
ratori in cui e stata effettuata I'analisi (devia® standard, DS, 0.7); 'AST risultava incrememntaie-
diamente 1.4 volte (DS 0.4), mentre 'aumento meldli@GGT era pari a 2.7 volte (DS 0.4). | 39 padient
che presentavano alterazione di uno o piu markefiisndionalita epatica appartenevano a 31 famiglie
differenti, erano per il 56% di sesso maschilees@ntavano eta media di 30.5 anni. | gruppi digueizi
conMYH9RD con e senza elevazione dei markers di dannticepeon differivano significativamente
per eta, genere, conta piastrinica o presenza wifestazioni cliniche extra-ematologiche della rtaa
(dati non mostrati). Infine, non & stata osserafiteina correlazione fra la presenza di segni dnolana
patico e la posizione della mutazioneM¥H9, dal momento che la frequenza di tale riscontacsamile

nei pazienti con mutazione coinvolgente il MD @irelli con mutazione che alterava il TD.

Alterazione degli indici bioumorali di danno epaticnelle popolazioni di controllo

Popolazione dell’'Ogliastra

| risultati del dosaggio dei markers di danno @gatiei soggetti partecipanti allo studio Ogliastvao sin-
tetizzati in tabella 2. Trecentonovantatre dei 7283getti analizzati (5.4%) presentavano elevaziatia
concentrazione della ALT o AST. L’alterazione pigduente era l'incremento di ALT, documentato in
320 soggetti (4.4%); 139 di questi (1.9% del t9tplesentavano contestuale elevazione di AST.iNerr
nenti 73 soggetti (1%) é stato registrato l'incratoadella sola AST. L'incremento medio di tali icidera
pari a 1.7 volte (DS 0.7) il limite superiore dahge di normalita per ALT e 1.5 volte (DS 0.7) A&IT.

Pazienti affetti da piastrinopenia autoimmune coani

Cinque dei 77 pazienti analizzati (6.5%) presemaviacremento dei livelli di ALT, mentre in nessun
caso é stata registrata elevazione di AST (Tal2ll&’'incremento isolato di GGT e stato riscontrato
in 4 dei 71 pazienti in cui tale enzima e statoating5.6%). L'incremento medio di tali indici era d
1.34 volte (DS 0.1) il limite superiore del rangendrmalita per ALT e di 1.49 volte (DS 0.2) per le
GGT. Dei 20 pazienti nei quali la misurazione deglli enzimatici & stata ripetuta, in un solo caso
(5%) e stata osservata elevazione in almeno uramndigiazione successiva, mentre nessuno ha pre-
sentato un’elevazione persistente in tutte le datexzioni effettuate.

Pazienti con piastrinopenie ereditarie diverse ddflalattia MYH9-correlata

In tre dei 32 pazienti analizzati (9.4%) si & r&@i® un incremento di almeno una delle aminotensf
rasi (Tabella 2); il marker piu frequentementeralie si € rivelato essere la ALT, presente in conce
trazione elevata in tre soggetti (9.4%), uno deailigpresentava una concomitante elevazione della
AST. Nessun paziente ha mostrato livelli aumerdatGGT. L'entita dell’alterazione degli indici
bioumorali espressa in termini di media £DS deliento della concentrazione rispetto al limite supe-
riore di normalita era 1.48+0.12 volte per la AL2.48 per la AST.
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Comparazione fra pazienti con Malattia MYH9-corrdke popolazioni di controllo

La prevalenza dell'alterazione dei markers di dagpetico registrata nei pazienti dé'Y HO3-RD e risul-
tata significativamente superiore a quella ossanmatciascuna delle tre popolazioni di controllo.
L'incremento delle aminotrasferasi era piu freqeemgi pazienti con mutazioni MYH9 quando AST e
ALT venivano analizzate singolarmente, quando \eemiresa in considerazione I'eventualita di eleva-
zione di almeno uno dei due enzimi, o dell'incretoegsimultaneo di entrambi, con valori di p compresi
fra 0.00001 e 0.0004 (Tabella 3). Risultati analegimo stati ottenuti quando € stata analizzapadea-
lenza di alterazione di GGT (dati non mostrati)cdlcolo delle OR ha dimostrato che i pazienti con
MYH9-RD presentavano, rispetto a ciascuna delle tre pdpaiadi controllo, probabilita di incremento
di ALT da 8.2 a 18.9 volte superiore, di incremethitdST da 21.4 a 24.7 volte superiore e di present
incremento di almeno una fra ALT e AST da 8 a I8 superiore. Il rischio di avere un’alterazione
simultanea di entrambe le aminotransferasi era atattedi 17.7 volte nel confronto con i pazienfeaf

ti da altre forme di piastrinopenia ereditaria €33&lte nel confronto con i partecipanti allo $tu®-
gliastra (Tabella 3). Quando, al fine di teneretaatel possibile effetto confondente delle variadhé-
mografiche, i dati sono stati ponderati per etareege, i valori di ORs sono risultati addirittutgosriori,
essendo compresi fra 8.5 e 41.6 (dati non mosttatigurva di distribuzione dei livelli degli enziepa-

tici studiati nelle diverse popolazioni ha evidetaiun andamento marcatamente differente nei gazien
conMYH9SRD rispetto ai soggetti di controllo: mentre iastuna delle casistiche di controllo é stata os-
servata, come atteso, una tipica curva gaussibgeygpo di pazienti coMYH9-RD presentava una
curva appiattita, spostata verso destra e conhineadendenza alla distribuzione bimodale (Figyra

Indagini ulteriori nei pazienti con Malattia MYH9-orrelata

| pazienti colMYH9-RD che presentavano alterazione non spiegata @i AIST e/o GGT sono stati
sottoposti ad approfondimento diagnostico perdarga di possibili cause di danno epatico. Dei 39
pazienti con markers alterati, in 21 casi (53.8%bado effettuato lo studio ecografico del fegatat8
soggetti I'esame documentava un’ecostruttura egpatn caratteristiche di normalita, mentre in 3 pa-
zienti era evidente una lieve steatosi epaticaldani casi & stato descritto un modico incremeiito
volume del fegato. Uno solo dei 39 pazienti € statiboposto ad elastosonografia ad impulsi (Fibro-
scan), che ha fornito reperti di normalita. In 26 89 pazienti (92.3%) con alterazione dei paraimetr
bioumorali epatici sono stati effettuati i testrslegici per i virus epatotropi HBV e HCV, che hann
sempre dato esito negativo. Infine, in 21 soggetiato eseguito il sistematico screening bioureoral
per la ricerca di possibili cause di danno epadiescritto nella sezione Metodi. In tutti i casi aticer-
tamenti eseguiti hanno fornito risultati nei limitella norma. A causa della presenza di persisgente
significativa alterazione dei markers di danno igpatun paziente é stato sottoposto a biopsiaagati
per via laparoscopica, previa trasfusione profdattli concentrati piastrinici. L'esame istopatatag
del tessuto epatico ha messo in evidenza un’atthridetissutale sostanzialmente conservata, cen iso
lati gruppi di epatociti mostranti aspetti di steatmicro- e macrovacuolare; negli spazi portadit-e
torno alle vene terminali € stata inoltre ossenlataresenza di modica fibrosi; non sono statiorsc
trati segni di inflammazione, necrosi, apoptogjenierazione o colestasi. Sul prelievo di tessuati-ep
co e stata studiata, con metodo immunoistochimeolocalizzazione della distribuzione della
NMMHC-IIA. La proteina presentava espressione d#smatica diffusa a livello degli epatociti, par-
ticolarmente concentrata a livello della membralzgmatica, con rinforzo nella zona prospiciente i
canalicoli biliari (Figura 2). Nei colangiociti, niece, la positivita & apparsa elettivamente comnatnt
sul versante luminale della membrana plasmatisajtaivano inoltre intensamente positive le cellule
di Kupffer e gli endoteli dei sinusoidi epatici. ldéstribuzione della NMMHC-IIA nel campione del
paziente non era significativamente differenteaipa quella osservata in un campione di parenchi-
ma epatico normale utilizzato come controllo (Faggj.
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Evoluzione dell’alterazione degli indici di danngatico nei pazienti con Malattia MYH9-correlata

Dei 39 pazienti coMYH9RD in cui é stata riscontrata un’alterazione npregata dei markers di
danno epatico, 29 soggetti sono stati sono stadEwsti a determinazioni ripetute nel tempo - dad
determinazioni (media 3.1) in un intervallo comprés 2 e 150 mesi (media 43.6 mesi). | risultati d
follow-up sono riportati in tabella 4. In sinteg) pazienti (69%) hanno presentato un quadro €4 alt
razione persistente degli enzimi epatici, con livmimentati in tutte le misurazioni effettuate rfmero
medio di misurazioni: 2.9) dopo un periodo di ogaeione medio di 34 mesi. Quattro pazienti (14%)
hanno mostrato un andamento fluttuante dei dosaggjinatici, con alcune misurazioni alterate e altre
risultanti nei limiti della norma. Nei restanti &zenti (17%) e stata osservata una remissione dell
alterazioni degli enzimi dopo un tempo di ossem@agimedio di 19.2 mesi. In nessun caso e stata o0s-
servata una chiara tendenza alla progressioneketizione dei markers di danno epatocellulare né
un’alterazione clinicamente significativa della fione epatica.

Discussione

Il presente studio ha dimostrato I'elevata prevadedi alterazione di alcuni markers di danno epato-
cellulare, non spiegata da altre cause note dialapatico, in un’ampia casistica di pazienti aiffeét
MYHS-RD: piu della meta dei soggetti analizzati, infgitesentava incremento di AST e/o ALT asso-
ciato o meno ad elevazione di GGT. Tale frequengaldtata significativamente superiore a quella
osservata nel corso di un ampio studio di popotezicondotto fra i residenti di un’area della Sarde-
gna centro orientale e in due casistiche di paizoemt piastrinopenia cronica derivante da causerdiv
se dalle mutazioni dMYH9. In particolare, la probabilita di presentareralt@one degli enzimi epati-
ci, misurata attraverso il calcolo delle OR, ¢ ltsta da 8.2 a 24.7 volte superiore nei pazieni co
MYHSRD rispetto alle popolazioni di controllo; quan@oOR sono state aggiustate per eta e genere,
tale probabilita é risultata ancora maggiore, &aa841.6 volte superiore. Gli ulteriori approfoneéim

ti diagnostici eseguiti sui pazienti cdhYH9-RD e markers alterati non hanno dimostrato cagse a
sociate di danno epatico in nessuno dei casi stuthéine, 'osservazione di un sottogruppo di pa-
zienti per un periodo compreso tra 2 e 150 mesihwuaimostrato una tendenza all’evoluzione in
senso peggiorativo, bensi di sostanziale stabdidle alterazioni epatiche. Questi dati indicahe ¢

il danno epatico & una conseguenza diretta dellazioni diMYH9 e rappresenta quindi una carat-
teristica clinica sinora mai riconosciuta del quadellaMYH9-RD. Le alterazioni epatiche appaio-
no addirittura piu frequenti rispetto ad altre niesiazioni cliniche riconosciute della malattiagtju

la nefropatia proteinurica e la cataratta preseaileés]. |l fenotipo epatico appare caratterizzdeo
un’elevazione di AST e/o ALT, presente in pressatthi i pazienti, cui si associa solo in alcuni ca
si elevazione di GGT. Tale quadro bioumorale depoereun danno primariamente o prevalente-
mente epatocellulare, piuttosto che per una ali@mazdi matrice colestatica.

La ricerca di correlazioni genotipo-fenotipo perleerazioni epatiche, diversamente da quanto recen
temente dimostrato per altre manifestazioni extnatelogiche della malattia [2], ha dato esito negat
vo: la frequenza e la gravita di queste alterazevano infatti simili nei pazienti con mutazioniech
coinvolgevano il MD o il TD della NMMHC-IIA. Le aralie epatiche non sono risultate correlate,
infine, ad altre caratteristiche dei pazienti armdti, quali I'eta, il genere, la conta piastrinecéa pre-
senza di altre manifestazioni cliniche extra-enugizhe delldMYH9-RD.
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Le alterazioni epatiche riscontrate nella casistipparivano sostanzialmente stabili nel tempo e non
hanno mostrato in nessun caso andamento ingratesegrevoluzione verso l'insufficienza epatica:
Cio suggerisce quindi che il fenotipo epatico cgusamte alle mutazioni dWYH9 non abbia un signi-
ficato prognostico negativo in termini di dannordiano. Questo contrasta con l'interessamento renale
in corso diIMYHSRD, il quale, una volta insorto, progredisce rapignte verso la perdita della fun-
zione d’organo fino all'insufficienza renale terrala [2, 6].

Le conclusioni del presente studio hanno ricaduteediate sulla pratica clinica. Il medico che ident
fichi segni bioumorali persistenti di danno epatiod@re in un paziente comMYH9RD dovra infatti
considerare, nel processo di diagnosi differenzielhe queste alterazioni possono essere inquadrate
nellambito del disordine genetico. Qualora, a dosione di una corretta procedura diagnostico-
differenziale, non si identifichino cause altermatdi danno epatico, alla luce dei dati attualmédi-

co potra rassicurare il paziente sul significatogmostico benigno di tali alterazioni. E un datdadi

to, tuttavia, che questi pazienti presentino sagbiclinici di sofferenza epatocellulare: apparendui
ragionevole adottare, nella gestione dei pazietiMYH9-RD, una quanto piu possibile stretta limi-
tazione dei fattori che possono indurre un ulteriganno epatico.

| dati della letteratura indicano che la miosina4nauscolare 1l A ha un ruolo essenziale nella secre
zione biliare. La NMMHC-IIA € una componente stau#le della rete dei microfilamenti del citosche-
letro che circondano il canalicolo biliare e divestsidi identificano questo enzima come il motoi@ m
lecolare per la contrazione del canalicolo bilieyguindi, per la progressione della bile a quégsd-

lo [24, 26]. Un altro ambito funzionale della mioaillA € stato individuato nel trasporto vescicelar
tra il comparto citoplasmatico e la membrana plasmadell’epatocita e nella regolazione
dell'espressione sulla membrana del polo biliarerdieine trasportatrici responsabili dei proceksi
secrezione biliare - come, ad esempio, la protdetita Bile salt export pump [28]. | difetti genetic
mente determinati di tali trasportatori causanged#nti forme di colestasi intraepatica familia2&]
Studi piu recenti hanno identificato ulteriori rupkr la miosina Il1A nelle cellule epatocitarie espo
connessi con le funzioni fisiologiche di base déspe cellule: la riorganizzazione spaziale deghi-ep
tociti durante il processo di rigenerazione epdtolege [30], la fisiologica poliploidizzazione sati-

ca nella vita postnatale [29] e la progressionecidd cellulare in risposta agli stimoli che agiso
come fattori di crescita [31-32]. Naturalmenteatidlel presente studio non consentono di formulare
delle ipotesi sul meccanismo patogenetico del dapabocellulare indotto dalle mutazioniMYH9.
Tuttavia, e interessante rilevare come una pediifanzione della miosina IIA, quale quella determi
nata dalle mutazioni dMYH9, determini primariamente un quadro fenotipico ®sggo di un danno
epatocellulare (lisi epatocellulare) in luogo didisordine ad impronta colestatica.

In conclusione, il presente studio dimostra ch#aitno epatico &€ una caratteristica clinica, sinoaa
identificata, del quadro sindromico deN&YH9-RD: allo stato attuale I'insorgenza di danno eguati
non sembra possedere un significato prognosticativegn termini di funzione d'organo.
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Tabelle e figure

Tabella 1. Principali caratteristiche demografichedelle casistiche studiate.

N° Maschi Intervallo di eta | Eta media (DS)
Malattia MYH9-correlata 75 42.6% 1-87 anni 31.3 (19.9) anni
Altre piastrinopenie ereditarie 32 37.5% 8-74 anni 34.8 (19.4) anni
Piastrinopenia autoimmune 77 46.7% 4-88 anni 48.8 (24.8) anni
Studio Ogliastra 7257 45.4% 3-105 anni 43.2 (19.4) anni

Tabella 2. Prevalenza delle alterazioni dei markersli danno epatico nelle casistiche analizzate. | ta
sono presentati come n° di pazienti con concentramie alterata/n° totale di pazienti valutabili (%)

(Abbreviazioni: ND= dato non disponibile).

ALT o
ALT AST AAL;TO AAL;TE GGT AST o
GGT
Malattia MYH9-correlata 35/75 32/75 38/75 29/75 17/63 39/69
(46.7%) (42.7%) | (50.7%) | (38.7%) (27.0%) | (56.5%)
Altre piastrinopenie ereditarie 3/31 1/30 3/32 1/29 0/26 3/26
(9.7%) (3.3%) (9.4%) (3.5%) (0%) (11.5%)
Piastrinopenia autoimmune 5177 0177 5177 o177 4/71 9/71
(6.5%) (0%) (6.5%) (0%) (5.6%) (12.7%)
. . 320/7257 | 212/7257| 393/7257 | 139/7257
Studio Ogliastra (4.4%) (2.9%) (5.4%) (1.9%) ND ND

Tabella 3. Risultati del confronto fra la prevalena di alterazione dei markers di danno epatico regisata
nei pazienti con Malattia MYH9-correlata e quella sservata in ciascuna delle tre popolazioni di conttlo.
| dati sono espressi come odds ratios (OR) con ilagivi intervalli di confidenza al 95% (indicato in paren-
tesi) (Abbreviazioni: ND= dato non disponibile; *=il calcolo del’OR non & stato possibile dal moment
che nessuno dei 77 pazienti con Piastrinopenia autamune analizzati presentava elevazione di AST).

OR vs L . o .
Al — Piastrinopenia Altre piastrino- Studio
erazioni autoimmune P penie ereditarie P Ogliastra P
enzimatiche
ALT 12.6 (4.4-43.8)| 0.00001 8.2 (2.2-44.8 0.0003  18195-31.0)| 0.00001
AST ND* ND 21.6 (3.2-908.3)| 0.0001 24.7 (14.8-40[8) 0.00001
ALT o AST 14.8 (5.1-51.3)| 0.00001 9.9 (2.7-54.2 0.0001 8.0-12.9) | 0.0000%
AST e ALT ND* ND 17.7 (2.6-746.1)]  0.0004  32.3 (18.9-54/0) 0.00001

Tabella 4. Risultati del follow-up di 29 pazienti on Malattia MYH9-correlata che presentavano alte-
razione dei markers di danno epatico.

N° di pazienti con
alterazione alla pri-

N° di pazienti con
alterazioni dopo

N° di misurazioni
alterate/N° totale di

Intervallo medio tra
le misurazioni

Enzima ma determinazione | ripetute misurazioni misurazioni ripetute (range)
AST 26 23 (88.5%) 86/115 (74.8%) 36.1 (2-150) mesi
ALT 24 17 (70.8%) 58/111 (52.2%) 37.8 (2-150) mesi
GGT 12 10 (83.3%) 34/78 (43.6%) 36.9 (5-120) mesi
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Figura 1. Curva di distribuzione dei livelli dei markers di danno epatico nelle diverse popolazioni die
studio. La figura indica la distribuzione dei liveli di ALT, AST e GGT nelle quattro casistiche analzzate
(Abbreviazioni: MYH9= Malattia MYH9-correlata; ITP=
Ogliastra; ERED= piastrinop
enzima sono espressi come
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Piastrinopenia autoimmune; Ogliastra= studio
enie ereditarie diversedalla Malattia MYH9-correlata). | livelli di ciascun
rapporto fra il valore scontrato e il limite superiore del range di normaita
del laboratorio in cui & stata eseguita I'analisiMentre in ciascuna delle popolazioni di controllo &tata os-
servata una curva di tipo gaussiano, il gruppo di azienti con Malattia MYH9-correlata presentava una
curva appiattita, spostata verso destra, con una telenza alla distribuzione bimodale.
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Figura 2. Localizzazione della NMMHC-IIA nel parenchima epatico di un paziente con Malattia
MYHO9-correlata. La biopsia epatica € stata effettuta in un paziente con Malattia MYH9-correlata cau-
sata da mutazione p.T1155A della NMMHC-IIA in seguio al riscontro di elevazione di AST, ALT e
GGT persistente per un periodo di 6 anni. (A, B):d NMMHC-IIA (segnale marrone, immunoistochimi-

ca con metodo avidina-biotina-perossidasi) presenta localizzazione citoplasmatica diffusa a livellde-

gli epatociti, particolarmente concentrata a livelb della membrana plasmatica, con rinforzo nella zoa
prospiciente i canalicoli biliari. Tale distribuzione non presentava differenze rispetto a quella ossata

nel campione di parenchima epatico utilizzato comeontrollo (mostrata in C,D). | preparati sono stati
controcolorati in ematossilina di Meyer. Le barre orrispondono a 10 micron.
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