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Relazione Scientifica  

 
PATOGENESI MOLECOLARE dei DISORDINI LINFOPROLIFERAT IVI 

ASSOCIATI a TRAPIANTO d’ORGANO SOLIDO 

 
 

Introduzione 

 
L’incidenza dei disordini linfoproliferativi è significativamente aumentata, rispetto la popolazione 

generale, negli individui affetti da immunodeficienza congenita, acquisita o iatrogenica. Lo sviluppo di 

neoplasie linfoidi nei riceventi di trapianto d’organo solido costituisce una importante complicanza 

dell’immunodeficienza iatrogenica connessa alle procedure trapiantologiche. L’incidenza varia secondo il 

grado di immunosoppressione indotta nel ricevente, ed è pertanto minima in corso di trapianto di rene o 

fegato e massima nei trapianti combinati di cuore-polmone. Nel complesso, la quasi totalità dei disordini 

linfoproliferativi post-trapianto (Post-Transplant Lymphoproliferative Disorders - PTLD) origina da cellule 

B, presenta infezione da parte di EBV, e si manifesta con un comportamento clinico aggressivo con 

coinvolgimento frequente di siti extra-nodali. Malgrado queste caratteristiche comuni, i PTLD sono fra 

loro clinicamente e biologicamente eterogenei. Infatti, non tutti i casi mostrano un’evidente origine 

monoclonale ed esiste una certa eterogeneità istopatologica. Inoltre, la tempistica d’insorgenza rispetto 

all’epoca del trapianto è variabile ed include casi ad insorgenza “precoce” (pochi mesi dal trapianto) e 

casi ad insorgenza “tardiva” (anni dal trapianto). Infine, alcuni PTLD regrediscono con la riduzione della 

terapia immunosoppressiva e, quindi, con il ripristino della risposta immunitaria, mentre altri casi 

progrediscono indipendentemente dallo stato immunologico del paziente.  

Analogamente alle neoplasie linfoidi associate ad immunodeficienza acquisita (AIDS), la 

patogenesi dei PTLD è considerata un processo multifasico che coinvolge sia fattori predisponesti 

dell’ospite, sia alterazioni intrinseche al clone neoplastico. Esempi di fattori predisponesti dell’ospite 

includono la riduzione della immunosorveglianza indotta dalla terapia immunosoppressiva cronica e, 
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presumibilmente, l’esaltazione della stimolazione antigenica dovuta all’organo trapiantato ed alle 

infezioni ricorrenti. 

L’eterogeneità clinico-patologica dei LPTLD ha indotto la formulazione di numerose proposte 

classificative. La proposta classificativa attualmente riconosciuta è la classificazione della World Health 

Organization (WHO), che distingue i PTLD in: i) iperplasia plasmacitica, ii) PTLD polimorfo e iii) PTLD 

monomorfo, comprendente linfoproliferazioni morfologicamente simili a quelle comunemente classificate, 

nel paziente immunocompetente, come linfoma diffuso a grandi cellule e linfoma di Burkitt. Malgrado i 

recenti progressi realizzati nella comprensione delle caratteristiche biologiche dei PTLD, l’attuale sistema 

classificativo di queste malattie, basato sulla sola morfologia, non ha valore prognostico. 

Gli studi molecolari hanno contribuito significativamente alla comprensione dell’eterogeneità clinica 

e biologica delle malattie linfoproliferative. Esistono marcatori molecolari che consentono di distinguere 

le cellule B mature in gruppi a diverso stadio maturativo: i) cellule B vergini, ii) cellule B del centro 

germinativo (CG) e iii) cellule B post-CG. Il marcatore genotipico più utilizzato per lo studio della 

istogenesi delle cellule B è rappresentato dalla presenza di ipermutazione somatica nei geni che 

codificano per le regioni variabili delle catene pesanti e leggere delle immunoglobuline (IgV).  Il processo 

di ipermutazione somatica si attiva nelle cellule B in attiva proliferazione nel microambiente del CG 

durante la risposta immune T-dipendente. Tale processo conduce all’accumulo progressivo di mutazioni 

puntiformi nelle sequenze codificanti le IgV e contribuisce alla produzione di cloni di cellule B esprimenti 

recettori per l’antigene ad elevata affinità. La presenza di mutazioni nei geni che codificano per le IgV 

indica, quindi, che un linfoma origina da cellule B del CG o post-CG. Un ulteriore livello di indagine, volta 

a verificare la presenza di eterogeneità intraclonale, dovuta ad un processo di ipermutazione “ongoing” 

sui geni IgV, fornisce una indicazione più precisa sulla origine cellulare del clone neoplastico. In 

particolare, la presenza di eterogeneità intraclonale suggerisce che il linfoma derivi da cellule allo stadio 

differenziativo di centroblasto con reazione tipo CG in atto; l’assenza di eterogeneità intraclonale 

suggerisce, invece, una derivazione del clone neoplastico da centrociti del CG o cellule B post-CG che 

hanno terminato la reazione tipo CG. L’espressione delle proteine BCL6, MUM1 e CD138 sono i 

principali markers fenotipici utilizzati per definire la derivazione di un linfoma da cellule B del CG o post-

CG. BCL6 è un regolatore trascrizionale selettivamente espresso dalle cellule B del CG, MUM1 identifica 



 4 

le cellule B che stanno uscendo dal CG e le cellule B post-CG, mentre CD138 è un marker specifico 

delle cellule B pre-terminalmente differenziate.   

Durante il primo anno di ricerca è stata effettuata un’analisi dettagliata dell’istogenesi molecolare 

dei PTLD. Utilizzando i marcatori genotipici e fenotipici precedentemente descritti, abbiamo potuto 

dimostrare che la quasi totalità dei PTLD deriva da cellule B transitate attraverso il CG, 

indipendentemente dal tipo di organo trapiantato, dall’intervallo di tempo trascorso fra il trapianto e 

l’insorgenza del linfoma, dall’istologia e dalla sede di origine del tumore. Malgrado la comune 

derivazione da cellule B che hanno transitato attraverso il CG, i PTLD rivelano un certo grado di 

eterogeneità molecolare e fenotipica che riflette un differente stadio di maturazione e competenza 

immunologica della cellula B di origine. Tale eterogeneità può essere suddivisa in tre gruppi: i) i PTLD 

che presentano le caratteristiche di una cellula B residente nel CG e che sta attivamente manifestando 

una reazione tipo CG. Questi PTLD presentano un processo di ipermutazione somatica ongoing, 

esprimono BCL6 e sono morfologicamente classificati come DLBCL centroblastici o BL; Ii) PTLD con 

fenotipo BCL6-/MUM1+/CD138- e comprendenti i PTLD polimorfi ed i linfomi diffusi a grandi cellule 

immunoblastici. Tali PTLD hanno concluso la reazione del CG ma non hanno ancora raggiunto gli stadi 

terminali di differenziamento, iii) PTLD che originano da cellule B post-CG pre-terminalmente 

differenziate con fenotipo BCL6-/MUM1+/CD138+. Vi sono compresi i PTLD morfologicamente classificati 

come polimorfi e linfomi diffusi a grandi cellule immunoblastici Nel corso del nostro studio, abbiamo, 

inoltre, riscontrato un’elevata percentuale di PTLD privi di riarrangiamento funzionale delle Ig. Un 

recettore per l’antigene (BCR) funzionale è un requisito essenziale perché la cellula B non vada incontro 

ad apoptosi all’interno del CG ed è inoltre necessario per lo sviluppo e progressione di molti linfomi.  E’ 

possibile che i PTLD privi di BCR funzionale siano protetti dall’apoptosi attraverso meccanismi diversi 

dall’interazione con l’antigene.  

In questo secondo anno di ricerca abbiamo approfondito lo studio della patogenesi e della 

istogenesi dei PTLD monoclonali mediante la caratterizzazione molecolare dei riarrangiamenti IgV. Il 

progetto è stato articolaro in tre fasi così distinte: i) determinazione dello stato funzionale dei geni IgV 

delle catene pesanti e leggere per definire l’incidenza di PTLD con BCR funzionale e BCR non 

funzionale, ii) analisi del profilo mutazionale e dell’utilizzo preferenziale di geni IgV, dei PTLD con BCR 
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funzionale, allo scopo di definire il ruolo della stimolazione antigenica nello sviluppo e progressione della 

malattia; iii) caratterizzazione molecolare dei PTLD con BCR non funzionale allo scopo di comprendere i 

meccanismi antiapoptotici non dipendenti dall’interazione del BCR con l’antigene. 

 

 

Materiali e Metodi 

 

Pannello tumorale . Questo studio è stato effettuato su 54 campioni di LPT monoclonali a cellule B 

derivati da 54 pazienti sottoposti a trapianto d’organo solido, 41 uomini e 13 donne. L’età media è di 45,5 

anni (1-67) Il tempo medio trascorso fra il trapianto e l’insorgenza del linfoma è di 72 mesi (2-158). In 

base alla classificazione di Armitage, 9 casi sono stati definiti ad insorgenza precoce (<12 mesi dal 

trapianto) e 45 casi ad insorgenza tardiva (>12 mesi dal trapianto). Quattordici casi sono stati classificati 

di stadio I, 15 di stadio II, 10 di stadio III e 15 di stadio IV. I campioni, in parte fissati in formalina ed in 

parte congelati, sono stati classificati, in base alla classificazione WHO, in Polymorphic Cell Lymphoma 

(PCL; n=16), Diffuse Large B-Cell Lymphoma (DLBCL; n=35) Burkitt Lymphoma (BL; n=3). I casi 

classificati come DLBCL sono stati ulteriormente suddivisi, in base alla morfologia, in DLBCL 

centroblastici (n=17) e DLBCL immunoblastici (n=18).  

Analisi Molecolare . I riarrangiamenti IgV sono stati ottenuti mediate PCR utilizzando un set di 

primers senso, specifici per le diverse famiglie VH e VL, associati a primers antisenso, degenerati, in 

grado di riconoscere i diversi segmenti JH, Jk o Jλ. I prodotti di PCR sono stati separati mediante 

elettroforesi in agarosio e sottoposti a sequenziamento diretto. Le sequenze ottenute sono state 

analizzate ed allineate alle sequenze depositate nel database “V-BASE sequenze directory” (MRC 

Centre for protein Engineering, Cambridge, UK) per determinare le sequenze germinali V, D e J d’origine 

e definire il tasso di mutazione della regione V. Le sequenze VH sono state considerate mutate se il 

tasso di mutazione risultava > e al 2.0%. Per valutare la distribuzione delle mutazioni nelle 

complementarity determining regions (CDRs) e framework region (FRs) sono stati utilizzati i modelli 

statistici binomiale e multinomiale. 
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Analisi della configurazione del K-deleting Element  (KDE). Lo stato di inattivazione del locus k 

è stato definito in seguito all’analisi della configurazione del KDE mediante due distinte PCR. Con la 

prima reazione è stata determinata la presenza di riarrangiamento del KDE con il ‘Recombination Signal 

Sequence’ localizzato all’interno dell’introne frapposto fra il segmento Jk e la regione Ck. Con la 

seconda reazione è stata determinata la presenza di riarrangiamento del KDE con un segmento Vk 

Analisi delle presenza di infezione virale . La presenza di infezione del clone tumorale da parte 

di EBV è stata valutata mediante ibridazione in situ dei trascritti virali EBER. I casi EBER+ sono stati 

analizzati per l’espressione delle proteine virali LMP1 e EBNA2, con anticorpi specifici, mediante 

tecniche di immunoistochimica. 

 

 

Risultati 

 

Analisi dei riarrangiamenti VH nello spettro clinico-patologico dei PTLD. Utilizzando diverse 

strategie di PCR è stato possibile ottenere un riarrangiamento clonale VH in tutti i PTLD analizzati. Solo 

44/54 (82%) riarrangiamenti VH sono risultati, in seguito all’analisi di sequenza, funzionali. In 5 casi il 

riarrangiamento è risultato non funzionale a causa di un riarrangiamento VDJ che non ha mantenuto la 

cornice di lettura corretta. In 3 casi, invece, il riarrangiamento è diventato non funzionale a causa 

dell’introduzione di codoni di stop in seguito al processo di ipermutazione somatica (mutazioni crippling).  

In due casi il riarrangiamento è risultato non funzionale in seguito a riarrangiamento aberrante costituito 

da una fusione V-VDJ, in un caso e un riarrangiamento VDJ-J nel secondo caso. In nessuno di questi 10 

casi è stato possibile identificare il riarrangiamento funzionale. 

 Nel complesso, le frequenze relative delle famiglie e dei geni VH funzionali utilizzati dai PTLD 

riflettono il repertorio di riarrangiamenti riscontrato nelle cellule B normali mature. In particolare, la 

famiglia VH3, che rappresenta la famiglia VH con più geni ed è, normalmente, la più frequentemente 

utilizzata, è stata riscontrata in 19/44 (43%) casi, seguita dalla famiglia VH4 (14/44; 33%) e dalla famiglia 

VH1 (6/44; 14%). Per quanto riguarda l’utilizzo dei segmenti D e JH non sono stati riscontrate differenze 

rispetto il repertorio B normale. 
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Analisi dei riarrangiamenti VL nello spettro clinico-patologico dei PTLD. Utilizzando diverse 

strategie di PCR è stato possibile ottenere un riarrangiamento VL clonale in 43/54 (80%) PTLD 

analizzati. Di questi, solo 26/43 (60%) riarrangiamenti VL sono risultati, in seguito all’analisi di sequenza, 

potenzialmente funzionali. In 2 casi il riarrangiamento è risultato non funzionale a causa di un 

riarrangiamento VDJ che non ha mantenuto la cornice di lettura corretta. In 5 casi, invece, il 

riarrangiamento è diventato non funzionale a causa dell’introduzione di codoni di stop in seguito al 

processo di ipermutazione somatica (mutazioni crippling). In dieci casi il riarrangiamento Vk 

potenzialmente funzionale è risultato inattivato in seguito a riarrangiamento del KDE. L’analisi dei casi 

con riarrangiamento VL funzionale ha identificato un riarrangiamento Vk in 12/26 (46%) PTLD e un 

riarrangiamento Vλ in 12/26 (46%) casi. In due casi sono stati identificati 1 riarragiamento Vκ e 1  

riarrangiamento Vλ funzionali.  

 Nel complesso, le frequenze relative delle famiglie e dei geni VL funzionali utilizzati dai PTLD 

riflettono il repertorio di riarrangiamenti riscontrato nelle cellule B normali mature. In particolare, per 

quanto riguarda il locus Vκ, la famiglia Vκ1, è la più frequentemente utilizzata (5/12, 42%), seguita dalla 

famiglia Vκ3 (3/12; 25%) e dalla famiglia Vκ4 (2/12; 17%). Per quanto riguarda il locus Vλ, la famiglia Vλ1, 

è la più frequentemente utilizzata (3/12, 25%), seguita dalle famiglie Vλ3 e Vλ4 (2/12; 17% per entrambe) 

Anche per quanto riguarda l’utilizzo dei segmenti JL non sono stati riscontrate differenze rispetto il 

repertorio B normale.  

Combinando i risultati ottenuti dall’analisi dei riarrangiamenti VH e VL risulta che soli 23/54 (43%) 

PTLD codificano per un BCR potenzialmente funzionale. In 31/54 (57%) casi, o il riarrangiamento VH o il 

riarrangiamento VL, o entrambi sono non risultati non produttivi. 

 

Analisi del profilo mutazionale dei geni VH e VL nello spettro clinico-patologico dei PTLD. La 

presenza di ipermutazione somatica è stata riscontrata in 44/54 PTLD, con una frequenza media di 

mutazione del 9,2 + 5,9% (mediana 8,6%, intervallo 2,1-24%). I casi con riarrangiamenti IgV non mutati 

erano prevalentemente P-PTLD (5/16; 31%) mentre costituivano solo una frazione di DLBCL-CB (2/17; 

18%) e DLBCL-IB (2/18; 11%). L’analisi mutazionale dei geni VH e VL è stata eseguita sui soli casi con 
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riarrangiamento funzionale, in quanto i riarrangiamenti non produttivi non possono essere sottoposti ad 

alcun tipo di selezione da parte dell’ambiente extra-cellulare. Il profilo di distribuzione delle mutazioni che 

causano una sostituzione aminoacidica (Replacement mutations, R) e di quelle che sono silenti (Silent 

mutations, S) all’interno delle diverse regioni codificanti del gene VH è stato analizzato per definire se le 

cellule tumorali sono state selezionate in base alla capacità di esprimere di un antigene strutturalmente 

funzionale (regioni FRs strutturalmente conservate, con un eccesso di mutazioni S rispetto all’atteso) e 

per evidenziare la possibile selezione del clone tumorale in base alla capacità di legare, con elevata 

affinità, uno specifico antigene (un eccesso di mutazioni R, rispetto all’atteso, nelle regioni CDRs). 

L’analisi statistica della distribuzione delle mutazioni R e S all’interno delle regioni FRs e CDRs è stata 

eseguita su 29 LPT con riarrangiamento IgV funzionale e con tasso di mutazione >2,0%, utilizzando i 

modelli binomiale e multimomiale. Un eccesso statisticamente significativo di mutazioni S (p<0,05) nelle 

regioni FRs, rispetto a ciò che è atteso in base ad una distribuzione casuale delle mutazioni, è stato 

osservato in 12/29 (41%) PTLD. Un eccesso statisticamente significativo (p<0,05) di mutazioni R nelle 

regioni CDRs, rispetto a ciò che è atteso in base ad una distribuzione casuale delle mutazioni, è stato 

osservato in 8/29 (28%) PTLD.  

 

Analisi della presenza di genoma virale in PTLD. Mediante ibridazione in situ dei trascritti virali 

EBER, la presenza di EBV è stata riscontrata in 30/52 (58%) PTLD, in particolare in 9/12 (75%) P-PTLD, 

18/36 (50%) DLBCL e 3/4 BL/BLL. Tutti i casi in cui sono stati identificati esclusivamente riarrangiamenti 

VH e/o VL non funzionali sono risultati positivi per l’infezione da EBV 

 

 

Discussione 

 

L’obiettivo di questo studio è stato quello di contribuire alla comprensione della patogenesi e della 

istogenesi dei PTLD mediante un’analisi approfondita dei geni VH e VL riarrangiati in PTLD. Un primo 

aspetto che emerge dall’analisi mutazionale è che la quasi totalità dei PTLD origina da cellule B che 

hanno subito il processo di ipermutazione somatica, transitando attraverso il centro germinativo, mentre 
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una frazione di casi non ha subito il processo di ipermutazione somatica. Tale frazione di casi è costituita 

prevalentemente da P-PTLD. L’analisi di markers fenotipici di istogenesi effettuata durante il primo anno 

di ricerca ha suggerito che i P-PTLD originano da cellule B post- CG che non hanno ancora raggiunto gli 

stadi terminali di differenziamento. Si può ipotizzare che almeno una frazione di P-PTLD derivi da cellule 

B che sono transitate attraverso il CG ma che non sono state in grado di attivare il processo di 

ipermutazione somatica. La sopravvivenza di tali cellule nel CG è da imputarsi a EBV o/e ad altre lesioni 

genetiche in grado di bloccare il processo apoptotico. 

Un secondo aspetto che emerge da questo studio è l’esistenza di più del 50% di PTLD con 

riarrangiamenti IgV non funzionali. In base alle caratteristiche mutazionali dei riarrangiamenti non 

funzionali, in particolare in base all’elevata frequenza di casi con mutazioni crippling o con 

riarrangiamenti secondari delle catene pesanti, si può desumere che la in attivazione del BCR, nella 

maggior parte dei casi, ha avuto luogo durante il transito attraverso il centro germinativo. Dato che un 

recettore per l’antigene strutturalmente funzionale è richiesto per la sopravvivenza delle cellule B normali 

nel centro germinativo, il riscontro di una elevata frequenza di casi incapaci di esprimere catene VH e VL 

funzionali suggerisce che una frazione di PTLD origini da cellule B che, pur non esprimendo i recettori di 

superficie funzionali, sfuggono l’apoptosi e sono in grado di proliferare in assenza di stimolazione da 

parte dell’antigene. L’espansione clonale di cellule B altrimenti destinate alla morte per apoptosi 

potrebbe essere sostenuta dal meccanismo che coinvolge l’infezione da EBV, infatti l’espressione delle 

oncoproteine LMP1 e/o LMP-2A mimano i segnali normalmente generati da CD40 e dal BCR.  

Infine, per quanto riguarda i PTLD che esprimono Ig funzionali, l’analisi statistica del profilo 

mutazionale suggerisce che meno del 50% dei casi origini da cellule B selezionate per l’espressione di 

un recettore strutturalmente funzionale e solo una piccola frazione di casi sia stato selezionato per 

l’espressione di un BCR ad elevata affinità di legame per l’antigene.  

Nel complesso, quindi, questo studio evidenzia come i PTLD siano una malattia linfoproliferativa a 

cellule B mature in cui l’antigene svolge un ruolo marginale. L’obiettivo dei prossimi studi sarà duplice: 

da un lato si cercherà di comprendere quali siano i meccanismi attraverso i quali la cellula linfomatosa 

riesce a sfuggire alla morte per apoptosi indotta dalla mancanza di un BCR funzionale; parallelamente, 
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aumentando la casistica, si cercherà di caratterizzare la frazione di PTLD stimolati o/e selezionati 

dall’antigene. 
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