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CLASSIC PNH
•Hemolytic Anemia
•Thrombosis
•Smooth Muscle Dystonia
PNH clone > 30%

PNH in the setting of another bone marrow disorder (AA,MDS)
•Hemolytic Anemia
•Bone Marrow Failure
PNH Clone < 10%

PNH-subclinical in the setting of another bone marrow disorder
•No Clinical or Laboratory evidence of Hemolysis or Thrombosis
PNH clone < 0.1%







Level of Detection
LOB: Limit Of Blank
LOD: Limit Of Detection
LLOQ: Lower Limit Of Quantification
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AVR-FLAER

“Progetto di studio di Area Vasta Romagna per lo screening di cloni
EPN in pazienti con citopenia di diversa natura (idiopatica, in corso di

anemia ipo-plastica o di mielodisplasia a basso grado IPSS), o
associata a trombosi venosa idiopatica atipica o citopenia con segni di

emolisi intravascolare: studio di validazione di un test rapido in
citometria a flusso 3 colori”

Approvazione Comitato Etico 15/02/2017



AVR-FLAER Centri partecipanti
12 centri in AUSL Romagna

U.O. Patologia Clinica 
AUSL Romagna – Pievesestina

U.O. Servizio Immunoematologia e 
Medicina Trasfusionale 

Cesena - Forlì/Officina Trasfusionale

U.O Medicina Interna - Forlì

U.O. Medicina Generale e Angiologia 
- Riccione

Gruppo di Patologia Ematologia - IRST 
(Cesena e Meldola)

U.O. Angiologia e Medicina 
Vascolare - Faenza

U.O. Medicina Interna e 
Reumatologia – Rimini

U.O. Immunoematologia Medicina 
Trasfusionale – Rimini

U.O.C. Ematologia – Rimini

Servizio di Immunoematologia e Trasfusionale - Ravenna 
U.O.C. Ematologia – Ravenna
U.O. Angiologia e Medicina Vascolare - Ravenna



AVR-FLAER Criteri di inclusione
Diagnosi di: 

 Anemia Aplastica oppure 

 Mielodisplasia a basso rischio secondo IPSS oppure

 Citopenia Persistente da almeno 6 mesi valutata con biopsia ossea o aspirato 
midollare, definita come Hb < 12.5 g/L-uomo o < 11.5 g/L –donna oppure WBC < 
4000/uL con PMN< 1000/uL oppure

 Segni di emolisi, definita come LDH> 1.5 x ULN e/o aptoglobina ridotta  e/o
reticolocitosi E test di COOMBS negativo, in assenza di altre patologie (congenite 
o acquisite) oppure

 Trombosi Venosa Idiopatica (confermata da uno dei seguenti esami 
strumentali: angio-TC, angio-RMN, angiografia), se insorta in una sede atipica 
(vene profonde addominali, vene cerebrali, vene superficiali del derma) o durante 
terapia anticoagulante primaria, o durante profilassi anticoagulante secondaria o 
concomitante a citopenia idiopatica secondo i criteri sopra definiti



AVR-FLAER Obiettivi
OBIETTIVO PRIMARIO
Valutare l’incidenza, in AUSL Romagna, dei cloni EPN nei 
diversi sottogruppi di pazienti a maggior rischio

OBIETTIVI SECONDARI
1) Correlare i risultati di laboratorio (entità del clone
eventualmente presente, e tipologia, grado di citopenia,
parametri di emolisi intravascolare) con i diversi quadri
clinici individuati, e fornire informazioni riguardo
all’indicazione all’esecuzione routinaria di tale test in
patologie differenti da quelle per cui viene attualmente
richiesto

2) Contribuire all’ archivio nazionale Clonoteca EPN
tramite l’inserimento prospettico e retrospettivo di tutti i dati
di laboratorio e clinici dei pazienti analizzati



AVR-FLAER Scheda raccolta dati







PROTOCOLLO

AVR-FLAER

• 46 pazienti SCREENATI, 43 ARRUOLATI (marzo 2017 - oggi)
- 19 pazienti da UOC Ematologia Ravenna (cod. 01)
- 1 paziente da UO Angiologia e Medicina Vascolare Faenza (cod. 06)
- 17 pazienti da UOC Ematologia Rimini (cod. 07), 

di cui 3 non eleggibili
- 4 pazienti da Ematologia IRST Meldola (cod. 08) 
- 4 pazienti da Ematologia IRST Cesena (cod. 09)
- 1 paziente da UO Medicina Interna Faenza (cod. 10)

• 14 pazienti POSITIVI per presenza clone EPN:
– 4 prospettici (di cui 1 in attesa di arruolamento)
– 10 retrospettivi

•2 pazienti prospettici IN ATTESA di arruolamento 
(Ematologia RA, neg e IRST Meldola, pos)

Aggiornato al 06/06/2018

20 pazienti tipizzati per ricerca cloni EPN ma non inseriti in protocollo

TARGET ARRUOLAMENTO: 
200 PAZIENTI IN 24 MESI



AVR-FLAER 
Distribuzione per criteri di inclusione

PREGRESSA EPN 10 14%

ANEMIA 
APLASTICA 5 7%

MDS BASSO 
RISCHIO 12 17%

CITOPENIA 
PERSISTENTE 21 29%

SEGNI EMOLISI 16 22%

TROMBOSI 
VENOSA 

IDIOPATICA 9 13%

Aggiornato al 06/06/2018



PAZIENTI AVR-FLAER POSITIVI PER PRESENZA CLONE EPN

Aggiornato al 06/06/2018



CODICE STUDIO PROMOTORE
MyeloPNH AUSL Romagna           

STUDIO DI PREVALENZA DEI CLONI EPN IN 
PAZIENTI CON NEOPLASIE 

MIELOPROLIFERATIVE 
PHILADELPHIA-NEGATIVE 

1. UOC Ematologia Ospedale S. Maria delle Croci Ravenna (centro
coordinatore)

2. UOC Ematologia Ospedale Infermi - Rimini
3. UO di Ematologia IRST IRCCS - Meldola Forlì
4. UO Ematologia Azienda Ospedaliero Universitaria Integrata - Verona
5. UO Ematologia Azienda Ospedaliero Universitaria - Siena
6. Azienda Ospedaliero Universitaria - Udine
7. Ospedale “S. Bortolo” - Vicenza
8. Azienda Ospedaliero Universitaria - Padova

- Laboratorio Unico Pievesestina (Lab Citometria)
- Laboratorio Bioscienze IRST IRCCS Meldola
- Laboratori di Siena, Verona, Vicenza, Padova e Udine



STUDIO MyeloPNH
RAZIONALE
 La trombosi ha un frequente riscontro sia nei soggetti con

EPN che con MPN
 L'identificazione di un clone EPN nel contesto di una MPN

verosimilmente aumenta il rischio trombotico, specie se
associata alla mutazione di JAK2

OBIETTIVI
principale:
- valutare la prevalenza dei cloni EPN nei pazienti con

diagnosi accertata di MPN Ph- con o senza mutazioni a
carico dei 3 principali geni (JAK2, MPL, e Cal-R), ma con
emolisi e/o trombosi

secondari:
- correlare le caratteristiche del clone EPN con le

caratteristiche cliniche e di laboratorio delle MPN Ph-
- caratterizzare l’architettura genomica mediante tecnologia

NGS dei casi risultati positivi



Analisi citometrica cloni EPN
Duraclone (atc liofilizzati): 

standardizzazione del metodo
condivisione protocollo 



• 287 analisi inserite, corrispondenti a 239 
pazienti (2009-oggi)

• 68 analisi positive per la presenza del 
clone EPN, corrispondenti a 23 pazienti

• 12 presidi ospedalieri di provenienza

Aggiornato al 06/06/2018

AUSL ROMAGNA
LABORATORIO UNICO 

PIEVESESTINA



Provenienza campioni per tipizzazione clone EPN 
(2009-oggi)

RAVENNA OSPEDALE S. MARIA DELLE CROCI 86

RIMINI OSPEDALE INFERMI 73

MELDOLA IRST 32

FORLI’ OSPEDALE PIERANTONI 30

CESENA OSPEDALE BUFALINI 29

FAENZA OSPEDALE DEGLI INFERMI 16

LUGO OSPEDALE UMBERTO I 7

BOLOGNA POLICLINICO S. ORSOLA MALPIGHI 6

RICCIONE OSPEDALE CECCARINI 3

CATTOLICA OSPEDALE CERVESI 2

IMOLA OSPEDALE NUOVO 2

SANTARCANGELO DI ROMAGNA OSPEDALE CIVILE 1



Riassunto attività 
per regione

Lab Pievesestina 

48% delle analisi per 
ricerca cloni EPN in 

Emilia Romagna



Distribuzione su Reason for Testing 
(2009-oggi)

Aggiornato al 05/06/2018



al 06/06/2018

Distribuzione cloni EPN - Emazie
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al 06/06/2018

Distribuzione cloni EPN - Neutrofili
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al 06/06/2018

Distribuzione cloni EPN - Monociti
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SEGNALAZIONI CLONOTECA

Dicembre 2017 – Maggio 2018

31 pazienti EPN+ non eseguono follow up 
citofluorimetrico da almeno 6 mesi 

inviata mail di segnalazione ai PI

3 pazienti segnalati sono stati rivalutati ed inseriti 
in protocollo AVR-FLAER







Grazie per l’attenzione
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