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Introduzione

| B-LNH associati ad AIDS (AIDS-LNH)

I linfomi non-Hodgkin (LNH) rappresentano una dgdié frequenti categorie di neoplasie B
associate all'infezione da HIV.. Anche se, grazie allintroduzione di terapie appiate,
I'incidenza dei LNH in individui affetti da HIV einhinuita, questa neoplasia rimane una delle piu
importanti cause di mortalitd in questi paziehtill termine linfoma identifica un gruppo di
neoplasie che derivano dall’espansione clonalesltlile B o T a diversi stadi di differenziazione e
caratterizzate da traslocazioni cromosomiche sipbeife lesioni genetiche selettivamente associate
alle diverse categorie della malatfia_a grande maggioranza dei LNH associati ad AIBEE-
LNH) sono clinicamente molto aggressivi, carattaatz da una prognosi sfavorevole e dal
frequente coinvolgimento di siti extranodalil AIDS-LNH rappresentano un gruppo eterogeneo e
includono gli AIDS-LNH sistemici, i linfomi primitii del sistema nervoso centrale (AIDS-
LPSNCQC), i linfomi primitivi delle cavita sierose (BS-PEL) caratterizzati dall'infezione da parte di
HHV-8 *° e i linfomi plasmoblastici AIDS-correlati (AIDSHR) . Gli AIDS-LNH sistemici sono
istologicamente classificati in: linfoma di Burki®lDS correlato (AIDS-LB) caratterizzato dalla
traslocazione cromosomica che coinvolge il geneMEM i geni immunoglobulinici, da mutazioni
in p53 e BCL-6, e nel 30% dei casi, dall'infezicte parte di EBV?; e in linfoma diffuso a grandi
cellule AIDS-correlato (AIDS-LDGC) caratterizzat@ dnutazioni in BCL-6 e dall'infezione di
EBV 3% Tutti gli AIDS-LPSNC sono istologicamente rapmesti dai LDGC“ Questa
eterogeneita clinico-biologica riflette una etenaoigge patogenetica che e stata solo parzialmente
spiegata. Infatti si ipotizza che siano molti itdsit che contribuiscono alla patogenesi di questi
linfomi come, ad esempio, la ridotta immunosoneggia e la deregolazione del pattern citochinico
dovuti ad infezione da HIV, la stimolazione crondelle cellule B che puo favorire 'accumulo di

lesioni genetiche e le infezioni opportunistichepaate di altri virus e di battefi
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Istogenesi dei B-LNH

L’istogenesi dei B-LNH puo essere studiata grafi@ earatterizzazione di due marcatori
molecolari: i geni delle regioni variabili delle munoglobuline (IgV) e il gene BCL-6, che
acquisiscono fisiologicamente mutazioni durantdrainsito della cellula B attraverso il centro
germinativo (CG). In base all’'assenza o alla preaedi ipermutazione somatica dei geni IgV e
BCL-6, i B-LNH possono essere distinti in due catég istogenetiche: (1) i B-LNH che derivano
da cellule B pre-CG prive delle mutazioni nei gégV e BCL-6 e rappresentati dal linfoma
mantellare (LM) e da una frazione di leucemie liicfae croniche (LLC); e (2) i B-LNH che
derivano da cellule B-CG caratterizzate dalla preaedi mutazioni in BCL-6 e IgV e rappresentati
dal linfoma follicolare (LF), dal linfoma linfoplasocitoide (LLP), dal linfoma di Burkitt (LB), dal
linfoma diffuso a grandi cellule (LDGC) e dal limfm associato alle mucose (MALY)La natura
delle mutazioni dei geni IgV puo suggerire a qusidio differenziativo si trovi la cellula B che ha
dato origine al tumor& Infatti i linfomi che derivano da cellule B tigimente centro-germinative
sono caratterizzati da mutazioni IgV “ongoing” c¢hdicano una continua esposizione della cellula
B al processo di ipermutazione somatica; i linfazhe derivano da cellule B post-CG, che si
trovano quindi ad uno stadio differenziativo pitaazato, sono caratterizzati da mutazioni IgV
stabili che indicano quindi il termine della reamoCG°.

Recenti studi hanno messo in evidenza come l'ileatione di nuovi marcatori molecolari
sia importante al fine di migliorare la stratific@ze diagnostica e terapeutica di una neoplasia. Ad
esempio nella leucemia linfatica cronica a celBilidentificazione di sottogruppi clinico-biologic
in base allo stato mutazionale dei genidgitene affiancata all’identificazione di particalédboias”
nell'utilizzo dei geni \; che contribuisce all’ulteriore stratificazione gnmstica dei pazientf.

| AIDS-LNH sono un modello adatto abtudio della linfomagenesi in un contesto di
ridotta immunosorveglianza e I'analisi strutturalelle regioni variabili dei geni IgV espresse da

guesti linfomi possono fornire chiarimenti riguardbmeccanismo di trasformazione neoplastica
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della cellula B. L'utilizzo preferenziale di pariari famiglie e/o geni delle catene pesanti e ézgg
delle Ig puo fornire informazioni riguardo la stura del recettore B, il suo legame con l'antigene
e, di conseguenza, sull'antigene stesso. Inoltemalisi del profilo mutazionale ¥V e V. puo
suggerire una eventuale pressione antigenica aeépso di trasformazione neoplastica.

Numerose osservazioni cliniche e spantale suggeriscono una stimolazione antigenica
nella patogenesi dei AIDS-LNH. Per esempio, I'ipasma follicolare e I'ipergammaglobulinemia
oligoclonale sierica sono state osservate in ptizdietti da HIV e, in aggiunta, sono state isela
in alcuni casi immunoglobuline sieriche con caraétehe specifiche per proteine HIV-associate e
per determinanti non-virali compresi autoantigémoltre, la proteina HIV gp120 viene riconosciuta
come ligando naturale da un sottogruppo di genagppenti alla famiglia ¥3 agendo quindi come

superantigene per le cellule B esprimenti recettodificati da questi gerit.

Progetto di ricerca

La finalita del progetto di ricerca del primo ardidottorato € stata triplice:
1) Valutare il coinvolgimento del meccanismo di ipetamione somatica nello spettro
clinico patologico di linfomi non-Hodgkin associadid AIDS (AIDS-LNH), tramite
I'analisi dei geni immunoglobulinici al fine di nifirne I'istogenesi molecolare
2) Valutare I'utilizzo e il profilo mutazionale dei gelgV al fine di individuare eventuali
bias all'interno delle diverse categorie clinicagdagiche di AIDS-LNH e di valutare

una eventuale pressione antigenica sull’espansiehelone tumorale

3) Identificazione di possibili marcatori molecolagirAIDS-LNH



Materiali e metodi

Pannello tumorale ed estrazione del DNA

Per questo studio sono stati selezionati 58 campiohlDS-LNH rappresentativi delle
diverse categorie tumorali. In particolare sondi stadiati 34 AIDS-LNH sistemici, 10 linfomi
primitivi del sistema nervoso centrale (AIDS-LPSNQ@)P linfomi plasoblastici della cavita
orale (AIDS-PBL), e 4 linfomi primitivi delle ca\tsierose (AIDS-PEL). A questo pannello
sono state aggiunte 6 linee cellulari di linfomd@drkitt (AIDS-BL) e 3 linee cellulari di AIDS-
PEL. In accordo con la classificazione WHO (Worl@éatth Organization), gli AIDS-LNH
sistemici includono i linfomi diffusi a grandi cele (AIDS-LDGC n=20) e gli AIDS-LB
(n=14). Tutti i campioni sono stati raccolti prirdalla terapia. In base alle analisi morfologiche
ed immunofenotipiche la frazione di cellule tumarad tutti i preparati, era maggiore o uguale
al 70%. Il DNA gnomico e stato estratto utilizzantlonetodo “salting-out” con lisi cellulare
seguita da digestione con Pronase E e precipitazeon etanolo. Per i casi in cui era
disponibile solo il materiale incluso in paraffind,DNA e stato estratto utilizzando un kit

commerciale (QlIAamp DNA mini kit, QUIGEN, Milano).

Analisi molecolare dei genipve

| riarrangiamenti dei geni immunoglobulinici perdatene pesanti (IgV e leggere (IgV)
sono stati amplificati utilizzando un set di primeVy e V. specifici per ogni famiglia
complementari alla sequenza della regione leaddR o FR2 al 5’, abbinati ai rispettivi J J, 0
Jx in reazioni separate per ogni famiglia ¥ V..

| prodotti di PCR ottenuti sono stati separati sugel di agarosio al 2% e purificati
utilizzando un kit in commercio (Eppendorf PerfeefpGel Cleanup Kit, Eppendrf, Germany). Gl
amplimeri cosi purificati sono stati sequenziatidimate il sequenziatore automatico ABI Prism
3100 genetic analyzer (Applied Biosystem, Fostay,GTA, USA) utilizzando il kit di sequenza

ABI Prism Big Dye Terminator Kit version 2.0 (Apptl Biosystem). Per la sequenza, e stato usato
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il primer situato nella regione 5’ (quindi il prim&ader o FR1 o FR2) specifico per I'amplimero
ottenuto. Il protocollo di sequenza e il sequef8C per 3’ (1 ciclo), 96°C per 10” seguiti daaun
step a 60°C per 4’ (25 cicli).

Le sequenze dei geniy\@ V| sono state analizzate ed inizialmente allineatewwodatabase
interno al laboratorio per escludere possibili eomhazioni. In seguito le sequenze sono state
allineate utilizzando il programma V-BASE sequendieectory (MRC Centre for Protein
Engineering, Cambridge, UK) ed analizzate con usetj programmi: MacVector 6.0.1 (Oxford

Molecular Group PLC, Oxford, UK), DNA Plot hitp://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-

doc/restricted/ DNAPLOT.htrple BLAST (ttp://www.ncbi.nim.nih.qov/BLAST)/ Le sequenze ¥

e VL sono state considerate mutate nel caso in coe¢ménza di mutazione fosse risultata uguale o
superiore al 2% rispetto alla “germline’y\é/o \[_ trovata. Le mutazioni che colpiscono l'ultimo
nucleotide sono state escluse dalll’analisi mutzad® in quanto possono essere il risultato di una
delezione al sito di “joining”. | criteri per l'iddificazione del segmento D nella regione CDR3
sono i seguenti: (a) 100% di omologia con un eleam@&ndi almeno 7 bp o (b) una differenza di
una singola base su un frammento D di almeno 8%bpa lunghezza del ¥ CDR3 & stata
determinata conteggiando il numero di aminoacid) tsa la posizione 94 alla fine della regione
FR3 (normalmente 2 aa a valle della cisteina caas&) e la posizione 102 all’inizio della regione
FR4 (corrispondente al triptofano conservato iti itsegmenti J). La lunghezza del VCDRS3 é
stata determinata conteggiando il numero degliakatposizione 88 alla fine della regione FR3 e la
posizione 97 all'inizio della regione FR4 (normahte la feninalanina conservata in tutti i

segmenti J).

Analisi dell’eterogeneita intraclonale dei genj V
La presenza di eterogeneita intraclonale, indieadivipermutazione somatica “ongoing”, &
stata valutata in 15 casi di AIDS-LNH. Il riarrangiento clonale ¥ e stato amplificato utilizzando

la Tagq DNA polimerasi “high-fidelity” Pfu Turbo (&ttagene, La Jolla, CA, USA) e clonato con |l
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vettore plasmidico pCR4-TOPO (Invitrogen, Ltd, Rays UK). Sono stati “piccati” ed analizzati
almeno 20 cloni per paziente. Le sequenze son@ statlizzate ed allineate utilizzando i
programmi Mac Vector 6.0.1 e Multiple Sequence Atgent. Per la valutazione dell’attivita
ongoing sono stati considerati solo i cloni conniiteo CDR3. Sono state utilizzate le seguenti
definizioni: mutazione non confermata (la mutaziéngtata osserveta solo in un clone), mutazione
confermata (la mutazione € stata osservata inipith @lone). Solo i casi che presentavano piu di
una mutazione confermata e/o piu di due mutazioom wonfermate sono stati considerati
“ongoing”. Nel nostro laboratorio, I'errore stimaper la Taq DNA polimerasi e dello 0.01% (0.04

mutazioni/ \{; clone)™.

Analisi statistiche

Per la valutazione statistica comparativa traliazio dei geni IgV negli AIDS-LNH e nei
corrispondenti LNH dellimmunocompetente, sonoistedati 2 database comprensivi dei daiié/
V. di 190 LDGC e 70 LB dellimmunocompetente. Le sewmee utilizzate sono depositate in
GenBank o sono state pubblicate in letteratura.

| database Ig\ e IgVL con le informazioni concernenti I'utilizzo di V, B J, le frequenze
di mutazione e la lunghezza del CDR3 sono statraitisusando Excel (Microsoft Corp, Redmond,
WA). Per I'elaborazione statistica e stato utilizzd programma Statistical Product and Service
Solutions (SPSS). La significativita delle diffeeemell’utilizzo dei \,, Vi, D e §; tra i vari gruppi
di AIDS-LNH studiati, & stata determinata usandadedt di Fisher a 2 codg e il testy2 con
I'adattamento di Bonferroni per i confronti muliipPer calcolare la significativita delle differenz
nella lunghezza del CDR3 e nella frequenza delléamoni tra i gruppi diversi di AIDS-LNH
analizzati, sono stati utilizzati il test paramerit e il test nonparametrico di Mann-Withney. Per
valutare la distribuzione delle mutazioni nel CD&3el FR sono stati usati 2 metodi statistici: il
modello di distribuzione binomiale di Chang-Casaii modello di distribuzione multinomiafé*>

In tutti i casi le differenze sono state considematjnificative quando il valore gk.05.
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Analisi dell'infezione virale
L’analisi dell'infezione da parte di EBV é statalwata tramite I'analisi in PCR dei

frammenti EBNA-1 ed EBNA-3.

Risultati

Utilizzo dei geni M negli AIDS-LNH

E’ stato amplificato un riarrangiamento Ig\¢lonale in 65/67 (97%) AIDS-LNH, di questi
58/65 (89.2%) funzionali. In 3 casi e stato trovato codone di stop all’interno dell’originale
sequenza ¥ produttiva (mutazione crippling), in 4 casi e statnplificato solo il riarrangiamento
non produttivo. | casi con solo il riarrangiamentan produttivo sono stati esclusi dall'analisi. Nei
rimanenti 2 casi non é stato trovato nessun rigreamento. La distribuzione delle famiglie; Viei
AIDS-LNH non rispecchia la complessita del repeadyy germinale: la famiglia  usata piu
frequentemente é lapd (26/61; 42.6%), seguita dalla famiglig;3/(20/61; 32.8%) e W1 (7/61,
11.4%). L’analisi statistica ha evidenziato unaesene positiva e negativa legata ad alcune
famiglie. In particolare la famigliaM € positivamente selezionata negli AIDS-LDGC &3iLB
(23/45; 51.1%) rispetto ai LDGC e LB dellimmunocpetente (83/260; 31.9%=0.02) e alle
cellule B normali (24.8%p<0.001)* al contrario della famiglia ¥3 che risulta negativamente
selezionata nei AIDS-LDGC e AIDS-BL (14/45; 31.1%jspetto ai LDGC e LB
dellimmunocompetente (141/260; 54.2%x0.01) e alle cellule B normali (53.9%<0.01) *°.
Analizzando la distribuzione dei singoli geni Ml gene riarrangiato con maggiore frequenza e
Vu4-34 sia nei AIDS-LDGC (9/29; 31%) che nei AIDS-I(#16; 25%). L'utilizzo di questo gene

& significativamente alto negli AIDS-LNH rispettteacellule B normali (3.9%; p<0.0015.



Riarrangiamenti YV nei AIDS-LNH
E’ stato amplificato un riarrangiamentg @lonale in 48/60 (80%) AIDS-LNH, di questi

40/48 (83.3%) funzionali. Complessivamente, 18/48%) AIDS-LNH riarrangiano un genexV
funzionale e 22/40 (55%) un gene) Munzionale. E’ stata osservata una prevalenza di
riarrangiamenti ¥ nei AIDS-LB (9/15; 60%), nei PEL (5/6; 83.3%) e &L (2/3), ma non nei
LDGC (6/17; 35.3%). La distribuzione delle famiglig nei AIDS-LNH non riflette la complessita
del repertorio germinale e non rispecchia la noemtistribuzione nelle cellule B normdfi. La
famiglia riarrangiata piu frequentemente é lal\(7/18; 38.8%) seguita dax¥ (6/18; 33.3%) e
Vi3 (5/18; 27.7%). In particolare la famiglia¥ risulta positivamente selezionata negli AIDS-
LNH rispetto alle cellule B normali (5.309%<0.001) al contrario della famigliak2 che risulta
essere sottorappresentata negli AIDS-LNH (0/19eti® alle cellule B normali (19%=0.03)"".
Analizzando la distribuzione dei genikVil piu frequentemente riarrangiato negli AIDS-NHL
risulta essere -1 (6/19; 31.6%) seguito dax¥-39/1D-39 (5/19; 26.3%). L'utilizzo del gene
V4-1 & significativamente alto negli AIDS-LNH rispeglle cellule B normali (5.3%<0.001)*’
ed e preferenzialmente riarrangiato negli AIDS-LD&@egli AIDS-LB (4/17; 23.5%) rispetto ai
LDGC e LB dellimmunocompetente (7/54; 12.9%). Aachl gene \1-39/1D-39 €
particolarmente  frequente negli AIDS-LDGC (4/11; .3) rispetto ai LDGC
dellimmunocompetente (3/28; 10.7%) e alle celBlaormali (10.6%)".

Nei casi con un riarrangiamento,Me famiglie piu frequenti risultano essergl\e 43
(8/22; 36.4%) seguite da,¥ (3/22; 13.6%). E’ stato osservato negli AIDS-LNH utilizzo
preferenziale della famiglia @ (2/22; 9.1%) rispetto alle cellule B normali (8%:; p<0.01)*. 1|
gene riarrangiato con maggiore frequenza &-34 (4/22; 18.2%) seguito da) 47 (3/22;

13.64%).



Analisi della regione CDR3 dei geni IgV nei AIDSH

In base ai criteri adottati (vedi Materiali e Meifod stato possibile assegnare una famiglia
D in 41/61 (67.2%) riarrangiamenti “in-frame”. Lasttibuzione delle famiglie D nel pannello di
AIDS-LNH riflette quella osservata nelle cellule Biormali e nei LNH aggressivi
dellimmunocompetente. In particolare la famigliapidi frequentemente riarrangiata e la famiglia
D3 (18/41; 43.9%) seguita dalla famiglia D2 (12/298,3%) e dalla famiglia D6 (4/41; 14.6%).
Quando si esamina la distribuzione dei singoli fraanti D, il segmento piu frequentemente
riarrangiato risulta essere il D2-2 (7/40; 17.5%@guito dal D3-10 (6/40; 15%) e dal D3-16 (5/40;
12.5%). L'utilizzo del segmento D2-2 risulta esssignificativamente alto nei AIDS-LNH rispetto
alle cellule B normali (3.87%, p<0.01), ed é pesithente selezionato nei AIDS-LDGC e AIDS-
LB (6/31; 19.3%; p<0.04) rispetto ai LDGC e LB delimunocompetente (3/68; 4.41%). L'analisi
della distribuzione dei segmenti D all'interno dehnnello studiato evidenzia che particolari
frammenti D si associano a specifiche categoridl@S-LNH e che esistono riarrangiamenti
preferenziali di frammenti D con specifici geni.Mn particolare 4/6 (66.6%) segmenti D3-10 sono
riarrangiati dai AIDS-LPSNC (p<0.01), mentre 4/5gsenti D3-16 sono preferenzialmente
riarrangiati con il gene VH4-34. L’'associazione dehe VH4-34 con il frammento D3-16 (4/13;
30.8%) e selettivo per gli AIDS-LNH mentre & assengéi LDGC e LB dellimmunocompetente
(0/14, p=0.03).

L'utilizzo delle famiglie § nei AIDS-LNH e del tutto sovrapponibile a quellsservato
nelle cellule B normali e nellimmunocompetente plarticolare, la famigliagJpiu frequentemente
riarrangiata € lapdl (23/61; 37.7%), seguita da6J(17/61; 27.9%) e day3d (8/61; 13.1%). La
distribuzione delle famiglieJé significativamente diversa tra i casi mutati easi non mutati
all'interno del pannello. Infatti si identifica urtilizzo virtualmente esclusivo della famiglignei
casi non mutati vs i casi mutati (7/9;77.7% vs 20/0.23%; p<0.002).

L'uso dei segmentiJin AIDS-NHL riflette la rappresentazione osservagdle cellule B

normali'’, e nellimmunocompetente, mentre & stata evidémziaa selezione positiva e negativa
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riguardo specifici frammenti,J In particolare, la famiglia 2/3 risulta essere positivamente
selezionata nei AIDS-LNH (20/22; 90.9%) rispettdeatellule B normali (39%p<0.02); al
contrario, la famiglia »¥ risulta essere negativamente selezionata rispditocellule B normali
(54.1%;p<0.02)*8,

La lunghezza media del CDR3 nei AIDS-LNH e di 18232 La lunghezza piu breve é stata
riscontrata nei AIDS-LB (11.3aa), mentre la piudare stata osservata nei AIDS-PBL (15.5aa).
L’'analisi aminoacidica del CDR3 ha messo in evideoze 2 casi (1 AIDS-LDGC e 1 AIDS-PBL)
presentano una sequenza aminoacidica altamenteoganantrambi i casi riarrangiano lo stesso

frammento D (D3-16) e lo stesso geneybk). Entrambi i casi riarrangiano un gene V

Analisi del profilo mutazionale dei geni IgV neg§lDS-LNH

L'analisi mutazionale ha messo in evidenza che B{89.5%) dei AIDS-LNH risulta
essere mutata nei geni IgV. La frequenza media wiamone per i geni ¥ € 9.36% (mediana
7.35%, range 2.04-23.04%), per i geni M frequenza media é del 5.45% (mediana 4.06%eran
2.1-13%). Analizzando i singoli gruppi clinico-phdgici di AIDS-LNH, i casi non mutati sono
significativamente rappresentati da AIDS-PBL (6/60%; p<0.0001), mentre tra i casi mutati, il
profilo mutazionale risulta essere comparabileengiVerse categorie di AIDS-LNH.

L’analisi della distribuzione delle mutazioni “regement” (R) e “silent” (S) nei genig\e
V., é stata eseguita al fine di determinare la prassitell’antigene sulla selezione delle cellule
tumorali. Sono stati utilizzati due modelli statstla distribuzione binomiale di Chang-Casaliee |
distribuzione multinomiale. | risultati ottenutirsm sovrapponibili per tutti esclusi 6 casi analtzza

L’analisi combinata delle sequenzg; ¥ V. ha evidenziato la tendenza a mantenere le
sequenze delle regioni FR in 41/54 (75.9%) AIDS-LNttlusi 18/26 (69.2%) AIDS-LDGC, 14/17
(82.3%) AIDS-LB, 7/7 (100%) AIDS-PEL e 2/4 (50%)2$-PBL. Un numero significativamente

piu alto di mutazioni R nel CDR, che suggerisce sglazione dovuta all’affinita verso I'antigene, e
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stato osservato in 24/54 (44.4%) casi inclusi {262%) AIDS-LDGC, 11/17 (64.7%) AIDS-BL,

4/7 (57.1%) AIDS-PEL e 1/4 (25%) AIDS-PBL.

Analisi dell’eterogeneita intraclonale dei geni Yiei AIDS-LNH

L’analisi delle mutazioni “ongoing” nei AIDS-LNH estata eseguita clonando 15
riarrangiamenti { clonali derivati da 4 AIDS-LB, 7 AIDS-LDGC e 4 ABLPSNC. In tutti i casi
la sequenza ye stata precedentemente stabilita sequenziafidarimento PCR ottenuto ed é stata
dimostrata essere somaticamente mutata. In 120P6)(81DS-LNH la sequenza clonalg;\hon ha
mostrato eterogeneita intraclonale indicando I'mgaedi mutazioni “ongoing”. Una evidente
attivita “ongoing” é stata riscontrata in 1/7 AIRBGC e 1/4 AIDS-LB, mentre una ridotta attivita

“ongoing” e stata riscontrata in 1/4 AIDS-LPSNC.

Discussione

L’analisi mutazionale svolta sui geni IgV ha messevidenza che la maggioranza dei AIDS-LNH
deriva da cellule B che hanno subito la reazione IChico sottogruppo che sembra distinguersi
da questa ipotesi sono i AIDS-PBL. Infatti, quegtappo presenta un fenotipo tipicamente post-
CG (BCL-6/MUM-17/CD138) ma, nella maggioranza dei casi, presenta IgV medinQuesti dati
potrebbero suggerire un’origine del clone neoptastia cellule B che hanno raggiunto uno stadio
differenziativo avanzato indipendente dalla reagzi@G*°.

| dati molecolari ottenuti sui geni IgV suggerisoocthe I'espansione del clone tumorale nei AIDS-
LNH potrebbe essere guidata da un antigene o tavda un superantigene.

La presenza di ipermutazione somatica e il sigaiiio “clustering” di mutazioni S nelle regioni
FR nella maggioranza dei AIDS-NHL e di mutazionn&le regioni CDR in una frazione di casi
infatti, indica che I'espansione clonale potrelbbsere guidata da antigeni convenzionali. Tuttavia,
I'analisi svolta sullo studio dei geni IgV ha mess@videnza un utilizzo preferenziale di particola

geni VH (VH4-34) e VL (VK4-1) in una frazione di BIS-LNH suggerendo quindi una
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stimolazione del clone B pre-neoplastico dovutauadsuperantigene con attivita autoreattiva e/o
polireattiva ®°. | candidati come probabili antigeni/superantigemplicati nella patogenesi dei
AIDS-NHL non sono ancora stati identificati.

Alcuni fenomeni autoimmuni sono collegati allo syipo di neoplasie B'. Tuttavia non & chiaro se
questi fenomeni abbiano origine dalle cellule nastithe o dalle rimanenti cellule 823 In
entrambi i casi, 'autoimmunita puo svilupparsiigmee al tumore o seguirne lo sviluppo oppure
pud diventare un fattore di rischio per lo svilugpmeoplasie linfoidi B* .

In letteratura VH4-34 e VK4-1 sono associati @éaia emolitica autoimmune dove il recettore B
codificato dai due geni riconosce autoantid@if. Si pud quindi ipotizzare che, nella patogenesi di
una parte di AIDS-NHL, possa essere coinvolto angiheutoantigene. Infine, in contrasto con i
LNH dellimmunocompetente, la bassa frequenzatiliitt intraclonale riscontrata nei AIDS-LNH
suggerisce che la maggior parte di questi linfoemivéh da cellule B che hanno concluso la reazione

CG.

Prospettive future

La caratterizzazione dell'ipermutazione somaticheneeoplasie linfoidi B sara proseguita
nel prossimo anno di dottorato approfondendo i setjyunti:
1) analisi della ipermutazione somatica ed aberrangdtie categorie di neoplasie linfoidi B
2) analisi della eterogeneita intraclonale della ipgamione somatica e aberrante e definizione
della natura “ongoing” delle mutazioni

3) identificazione di possibili marcatori molecolaglia patogenesi delle neoplasie linfoidi B
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