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PREFAZIONE 

 

La Leucemia Linfatica Cronica (LLC) 

 

La Leucemia Linfatica Cronica (LLC) è un disordine ematologico, di natura monoclonale, 

caratterizzato dall‟espansione e accumulo di piccoli linfociti B nel sangue periferico, nel 

midollo osseo e negli organi linfatici secondari, quali linfonodi e milza [1]. E‟ la forma di 

leucemia di più frequente riscontro nell‟emisfero occidentale [2]. Viene tipicamente 

considerata una malattia dell‟adulto, in quanto la maggior parte dei pazienti ha più di 55 anni 

e l‟età media alla diagnosi è intorno ai 65 anni, mentre solo il 15% dei pazienti ha un‟età 

inferiore a 50 anni. E‟, inoltre, più frequente tra gli individui di sesso maschile essendo il 

rapporto maschio/femmina affetti di 2:1. È una delle poche neoplasie ematologiche a non 

essere stata mai associata all‟esposizione a radiazioni ionizzanti o ad altri fattori eziologici 

ambientali, occupazionali, infettivi [3-4]. Una predisposizione genetica appare invece 

rilevante nella patogenesi della LLC, come sembra indicare l‟evidenza epidemiologica 

secondo cui nel 5-10% dei casi esiste una suscettibilità alla LLC di tipo familiare, per cui si 

ammalano due o più componenti di una stessa famiglia [5]. 

Nella maggior parte dei casi la LLC è asintomatica, mentre nei pazienti sintomatici si presenta 

principalmente attraverso l‟aumento delle dimensioni delle ghiandole linfatiche 

(linfoadenomegalia), della milza (splenomegalia) e del fegato (epatomegalia) [6]. La diagnosi 

di LLC è un processo a più stadi che richiede: un‟analisi emocromocitometrica, morfologica, 

immunofenotipica, citogenetica e molecolare. L‟esame dell‟emocromo normalmente rivela la 

presenza nel sangue periferico di una linfocitosi, vale a dire un numero di linfociti superiore a 

5000/ l ed è utile per diagnosticare la malattia nel caso di pazienti asintomatici. La 

valutazione dell‟aspirato midollare e della biopsia osteomidollare non sono generalmente 

richiesti per la diagnosi. Tuttavia possono essere utili, qualora la conta linfocitaria risulti 

inferiore a 5000/ l, per una conferma della diagnosi di LLC e per una valutazione diagnostica 

differenziale nei confronti di altri disordini linfoproliferativi [7]. Secondo quanto riportato dal 

French-American-British (FAB) Cooperative Group è possibile distinguere due principali 

varianti morfologiche di LLC: la forma tipica e atipica. Nella forma tipica, l‟analisi 

morfologica di uno striscio di sangue periferico mostra un prevalente accumulo di piccoli 

linfociti maturi con scarso citoplasma e cromatina nucleare parzialmente aggregata [8]. 

Quadri citomorfologici rappresentati da più del 10% di linfociti con aspetto diverso dal 

piccolo linfocita, definiscono invece la forma atipica della malattia, frequentemente associata 

ad un decorso clinico più aggressivo e una prognosi più sfavorevole.  
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Da un punto di vista immunofenotipico la cellula B di LLC esprime sulla sua superficie 

antigeni di membrana propri della linea differenziativa B come il CD19, il CD20 e il CD23. 

Inoltre, i linfociti B leucemici esprimono caratteristicamente sulla loro membrana un antigene 

comunemente espresso dai linfociti T, il CD5 [9]. Un altro aspetto importante che 

contraddistingue le cellule neoplastiche è la bassa densità di espressione delle 

Immunoglobuline (Ig) di superficie, componenti del recettore della cellula B (BCR), e la 

restrizione kappa o lambda delle catene leggere delle Ig, indice della clonalità della 

popolazione neoplastica. L‟analisi immunofenotipica mostra anche negatività o debole 

espressione degli antigeni CD22, FMC7 e CD79b [10].  

Lo studio citogenetico e l‟analisi molecolare hanno essenzialmente una finalità prognostica 

[11]. Attraverso “fluorescence in situ hybridization” (FISH) è possibile determinare anomalie 

del cariotipo in più dell‟80% dei casi di LLC, anche se nessuna di queste anomalie può essere 

considerata specifica della patologia. A differenza degli altri disordini linfoproliferativi, le 

traslocazioni sono eventi meno frequenti; al contrario, prevalgono le aberrazioni 

cromosomiche caratterizzate da acquisto o perdita di materiale genico. Le principali sono: la 

delezione del braccio lungo del cromosoma 13 (del13q14, in più del 50% dei casi), la trisomia 

del cromosoma 12 (nel 10-20% dei casi), la delezione del braccio lungo del cromosoma 11 

(del11q23, nel 10-20% dei casi) e la delezione del braccio corto del cromosoma 17 (del17p13, 

nel 5-10% dei casi) [12]. Inoltre le cellule di LLC possono presentare, al momento della 

diagnosi, anche alterazioni di natura genica, sebbene si tratti di un evento raro. Tra queste le 

più consuete sono rappresentate da mutazioni puntiformi e microdelezioni dei geni TP53 e 

ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) che mappano rispettivamente sui cromosomi 17 e 11.  

A prescindere dalla presentazione clinica iniziale, l‟evoluzione della LLC è molto eterogenea; 

la sopravvivenza varia da mesi a decine di anni, con una mediana di circa 7,5 anni. Diventa 

quindi di fondamentale importanza essere a conoscenza già alla diagnosi di fattori prognostici 

che possano predire l‟evoluzione nel tempo della malattia. I fattori prognostici tradizionali, di 

natura clinica, sono rappresentati dalla stadiazione secondo Rai o Binet; dal tempo di 

raddoppiamento della conta linfocitaria (LDT) e dal dosaggio di una serie di parametri 

sierologici quali: la beta2microglobulina (β2M), la timidina chinasi (TK), la lattico 

deidrogenasi (LDH) e l‟antigene CD23 in forma solubile (sCD23). I livelli di TK correlano 

con la massa tumorale e l‟attività proliferativa delle cellule di LLC e predicono la 

progressione di malattia; livelli elevati di β2M e sCD23 sono direttamente correlati a una 

prognosi negativa [13]. I suddetti criteri però, nonostante siano utili a definire l‟estensione 

della malattia e a determinarne la progressione durante il follow-up clinico, non risultano 
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sufficienti a predire l‟evoluzione della malattia nella fase iniziale di diagnosi. Al fine di 

stabilire meglio la prognosi, sono stati quindi identificati nuovi parametri prognostici di 

natura biologica, indipendenti da quelli clinici convenzionali. Attualmente lo “stato 

mutazionale” ovvero la frequenza delle mutazioni nei geni che codificano per la regione 

variabile delle catene pesanti delle Immunoglobuline (IgHV) è considerato il parametro più 

affidabile per definire la prognosi dei pazienti di LLC, data la sua stabilità durante il corso 

della malattia [14]. In relazione allo stato mutazionale della regione IgHV sono stati 

caratterizzati 2 gruppi di pazienti: uno a configurazione IgHV non mutata e uno a 

configurazione IgHV mutata, ciascuno caratterizzato da un andamento clinico diverso [15-

17]. Recentemente, è stata inoltre segnalata l‟importanza prognostica dell‟espressione di due 

proteine, quali il CD38, glicoproteina di membrana mediatrice dell‟interazione cellula-cellula, 

e ZAP-70, proteina tirosin-chinasica comunemente espressa dalle cellule T e cellule NK, ma 

non dai linfociti B normali circolanti. Pazienti che mostrano, allo studio immunofenotipico, 

una positività per entrambe le molecole, considerando un cut-off del 30% per il CD38 e del 

20% per ZAP-70, appaiono avere una prognosi meno favorevole [18-21]. Entrambe le 

molecole sembrerebbero agire potenziando il segnale del BCR nelle cellule B di LLC. Il 

CD38, quando legato al suo ligando, il CD31, induce una cascata del segnale che porta la 

cellula B di LLC a proliferare e ad incrementare la propria sopravvivenza [22-24]. 

L‟espressione di ZAP-70 è invece associata non solo ad un aumento del segnale attraverso il 

complesso del BCR ma esercita anche un ruolo nel modulare la lunghezza di tale segnale. Le 

cellule ZAP-70 positive (ZAP-70
+
) sembrerebbero più responsive rispetto alle cellule ZAP-70 

negative (ZAP-70
-
), perché in grado di ricevere maggiori stimoli proliferativi e segnali di 

sopravvivenza [25-26]. Tali eventi potrebbero contribuire ad una progressione clinica rapida 

verso gli stadi più avanzati della malattia con tempi di sopravvivenza minori.  

La LLC rimane ancora oggi una malattia difficilmente curabile. Nella decisione terapeutica 

assume sempre più importanza la presenza o assenza di alcuni fattori di natura biologica come 

lo stato mutazionale dei geni delle Immunoglobuline, l‟espressione di ZAP-70, del CD38 e la 

presenza di specifiche alterazioni citogenetiche [27]. Per diversi decenni le terapie a base di 

agenti alchilanti hanno costituito il trattamento standard di prima linea nei pazienti affetti da 

LLC, come agenti singoli o in combinazione. Dalla metà degli anni „80 si è passati all‟utilizzo 

di analoghi delle purine (es: Fludarabina) da soli o in combinazione con anticorpi monoclonali 

quali l‟Alemtuzumab, una proteina diretta contro l‟antigene CD52, e il Rituximab, un 

anticorpo monoclonale diretto contro l‟antigene CD20 [28].  
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I progressi compiuti negli ultimi anni nell‟ambito della ricerca scientifica hanno permesso di 

modificare la gestione terapeutica della LLC. La tendenza attuale va verso una terapia 

biologicamente-orientata, in cui la scelta del momento in cui iniziare la terapia e la strategia 

terapeutica sono basati sull'integrazione delle caratteristiche cliniche e biologiche della 

malattia. Gli studi clinici in corso sono, infatti, volti proprio alla stratificazione dei pazienti e 

quindi alla valutazione dell'efficacia di una strategia terapeutica basata sulle caratteristiche 

individuali di rischio. 
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1. INTRODUZIONE 

 

1.1 Il complesso recettoriale per l’antigene dei linfociti B (BCR) 

 

1.1.1 Composizione e ruolo del BCR nel processo di ontogenesi B cellulare  

Il BCR è un complesso multimerico prodotto dall‟assemblaggio non covalente di una 

molecola immunoglobulinica di membrana (sIg), coinvolta nel riconoscimento antigenico, e 

un eterodimero Igα/Igβ (CD79a/CD79b), la cui funzione è di avviare la cascata di trasduzione 

del segnale in seguito alla stimolazione antigenica [Figura 1] [29]. Ciascuna cellula B matura 

esprime sulla sua superficie un recettore unico, selezionato da un ampio repertorio. La 

diversità del repertorio B recettoriale è il risultato di un processo di riarrangiamento, regolato 

dal prodotto dei geni attivanti la ricombinazione RAG1 e RAG2, a carico di multipli segmenti 

genici presenti all‟interno dei loci delle Immunoglobuline. Nell'uomo, tali loci sono distinti in 

un locus codificante per tutti i differenti isotipi di catena pesante (locus H) e due loci 

codificanti per le catene leggere (loci κ e λ), ciascuno situato su un cromosoma diverso. Il 

locus della catena pesante consiste dei tratti VH, D, JH e della porzione costante C. Quello 

della catena leggera è organizzato in modo simile ma manca del tratto D [2]. Il 

riarrangiamento dei suddetti segmenti genici si verifica durante il processo di ontogenesi B 

cellulare all‟interno del midollo osseo e comporta la sintesi di una cellula B matura attraverso 

il differenziamento del progenitore staminale ematopoietico pluripotente, prima in cellula pro-

B quindi pre-B. Una volta completato il processo di riarrangiamento del locus H, il gene 

riarrangiato viene trascritto e il relativo RNA messaggero (mRNA) primario va incontro ad un 

processo di splicing alternativo, consentito grazie alla presenza di sequenze ripetute di switch 

(S) situate a monte di ciascun esone, in seguito al quale il segmento VHDJH è collegato al 

primo dominio della regione C, che determina l‟isotipo anticorpale. Esistono 

complessivamente 5 isotipi anticorpali, M, G, A, D ed E, codificati ciascuno da uno dei 

rispettivi domini della regione CH, quali μ, γ, α, δ e ε [30]. Il completamento della transizione 

da cellula pro-B a pre-B richiede, a questo punto, che l‟mRNA maturo neosintetizzato sia 

tradotto nella catena pesante delle Immunoglobuline di cui viene, in un primo momento, 

verificata l‟idoneità in base alla capacità di associarsi, all‟interno del reticolo endoplasmatico 

(RE), ad un surrogato della catena leggera (SCL) composto da due polipeptidi omologhi ai 

domini VL e CL, denominati rispettivamente VpreB e λ5. L‟eterodimero Igα/Igβ rappresenta 

quindi la componente finale nell‟assemblaggio del recettore della cellula pre-B (pre-BCR), 

consentendone inoltre il trasporto attraverso l‟apparato di Golgi verso la superficie cellulare 

[31].  
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Figura 1. Struttura del complesso recettoriale per l’antigene dei linfociti B (BCR). Il BCR è formato 

dall‟assemblaggio di Immunoglobuline di membrana (sIg) e l‟eterodimero Igα/Igβ provvisto, nella coda 

intracitoplasmatica, di alcuni motivi ricchi in residui di tirosina chiamati domini ITAM, indispensabili per la 

trasduzione del segnale.  

 

 

Lo stadio pre-B costituisce la fase più precoce dello sviluppo B linfoide durante cui è richiesta 

la segnalazione attraverso il BCR [32]. Mutazioni target a carico dei geni codificanti i 

componenti del pre-BCR comportano, infatti, l‟arresto del processo di differenziamento 

durante la transizione pre-B/pro-B. Si ritiene che la segnalazione attraverso il pre-BCR 

permetta il verificarsi del fenomeno dell‟esclusione allelica, un meccanismo grazie al quale il 

linfocita esprime i geni riarrangiati della catena pesante e leggera appartenenti a uno solo dei 

due cromosomi omologhi, preservando in questo modo la specificità della risposta 

immunitaria. Conseguentemente alla formazione del pre-BCR la cellula blocca, inoltre, la 

sintesi delle proteine implicate nella ricombinazione somatica e le proteine surrogato della 

catena leggera e, dopo una serie di cicli proliferativi, perde la sua responsività all‟IL-7 [33]. 

Non è chiaro quale sia il meccanismo alla base della trasduzione dei primi segnali attraverso il 

pre-BCR, sebbene sia stato supposto che lo stesso assemblaggio di questa forma recettoriale 
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sarebbe sufficiente a tale scopo. In realtà, probabilmente, la presenza stessa del pre-BCR sulla 

superficie cellulare potrebbe favorire dei processi di aggregazione recettoriale spontanei, 

come accade nel caso del BCR maturo, o mediati dalla localizzazione in microdomini ricchi 

in colesterolo e sfingolipidi noti come “zattere lipidiche”. Alcuni autori hanno invece 

postulato l‟esistenza di un ligando midollare stromale, come ad esempio la galectina, 

potenzialmente coinvolto nel mediare l‟aggregazione dei recettori della cellula pre-B, sebbene 

il contributo di tale ligando rimanga tuttora controverso [34]. Ad ogni modo, il pre-BCR è 

espresso solo transientemente sulla superficie della cellula pre-B, e la sua downregolazione 

richiede il riarrangiamento dei segmenti genici VL e JL del locus della catena leggera delle 

Immunoglobuline, evento che si verifica, attraverso un meccanismo simile a quello impiegato 

per la produzione della catena pesante, durante la transizione del linfocita B dallo stadio pre-B 

a quello di cellula B immatura. Tale riarrangiamento viene in realtà indotto grazie ad un 

meccanismo di feedback negativo, mediato dallo stesso pre-BCR, basato sull‟inibizione della 

sintesi delle proteine surrogato della catena leggera, che impedisce l‟ulteriore espressione del 

recettore della cellula pre-B. Una volta sintetizzata, la catena leggera si sostituisce al 

surrogato nell‟appaiamento con la catena pesante e, a questo punto, viene espresso sulla 

superficie del linfocita B immaturo, un complesso recettoriale maturo antigene-specifico 

unico [35]. Tale unicità è, in primo luogo, frutto del vasto numero di eventi combinatoriali tra 

i segmenti genici V, D e J di ciascuna catena immunoglobulinica, che rappresentano il primo 

stadio nella generazione della diversità anticorpale caratteristica del sistema immune. In 

secondo luogo, a garantire ulteriormente l‟unicità del BCR, il processo di diversificazione 

giunzionale, contraddistinto da eventi di aggiunta o rimozione casuale di sequenze 

nucleotidiche in corrispondenza dei punti di giunzione dei tratti V, D e J. La generazione della 

diversità del repertorio B recettoriale risulta indispensabile per la difesa dell‟organismo dalla 

molteplicità di agenti patogeni cui è continuamente esposto. Di conseguenza è stato calcolato 

che, considerando unicamente il numero di ciascuno dei segmenti genici H e L, vi sarebbero 

potenzialmente oltre 1.6 milioni di combinazioni possibili, una cifra che rende 

comprensibilmente insignificante la probabilità di osservare due complessi B recettoriali 

identici, non solo nello stesso soggetto ma anche tra soggetti diversi.  

Questo presupposto diventa interessante quando si esaminano le caratteristiche del BCR delle 

cellule neoplastiche di pazienti affetti da LLC, il cui studio, come vedremo, ha condotto 

all‟ipotesi della stimolazione antigenica come meccanismo patogenetico. 
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1.2 Ruolo del BCR nella patogenesi della LLC 

 

1.2.1 Caratteristiche strutturali del BCR delle cellule B di LLC 

La LLC è stata a lungo considerata una patologia derivante dalla trasformazione neoplastica 

di linfociti B immaturi, immunologicamente incompetenti e scarsamente proliferanti, 

caratterizzati da resistenza all‟apoptosi e conseguente tendenza ad accumularsi nel paziente. I 

progressi nello studio dei geni IgV, del loro assemblaggio e delle modifiche che subiscono 

durante il differenziamento e la stimolazione antigenica B cellulare hanno permesso di 

analizzare il livello di competenza, esperienza e stato di maturazione delle cellule B, 

rivelandosi utili a migliorare la comprensione della LLC e a ridefinire il concetto della sua 

patogenesi. Diversamente dal passato, oggi la LLC viene, infatti, considerata una neoplasia 

derivante dall‟espansione clonale di cellule B mature, antigenicamente esperte, la cui 

tendenza ad accumularsi rappresenta, in realtà, il risultato di una condizione dinamica 

caratterizzata da uno squilibrio tra morte e proliferazione [36].  

Le prime evidenze ad aver favorito un avanzamento nella comprensione della patogenesi della 

LLC sono derivate dallo studio delle caratteristiche dei geni IgHV e LV delle cellule B 

neoplastiche. Tali studi sono stati incentivati dall‟osservazione dell‟eterogeneità del decorso 

clinico dei pazienti affetti da LLC, una peculiarità caratteristica di questa malattia nonostante 

la presenza di un profilo morfologico, immunofenotipico e genomico pressoché omogeneo, ed 

hanno evidenziato la presenza di una correlazione tra la suddetta variabilità e le caratteristiche 

strutturali e funzionali del BCR delle cellule B patologiche. In primo luogo, il 

sequenziamento genico ha consentito di identificare lo stato mutazionale del locus IgHV 

come il parametro più affidabile per definire la prognosi dei pazienti di LLC. I pazienti 

caratterizzati da una configurazione IgHV non mutata sono, infatti, associati a un andamento 

aggressivo della malattia e, quindi, a una prognosi più sfavorevole; mentre i pazienti 

caratterizzati da una configurazione IgHV mutata presentano solitamente decorso indolente, 

lenta progressione della malattia e lungo tempo di sopravvivenza. Questo dato ha fornito le 

basi per sostenere l‟ipotesi che le due sottoclassi prognostiche potessero differire 

primariamente in relazione alla reattività del BCR dei linfociti B neoplastici; ipotesi 

successivamente avvalorata dagli studi relativi alle caratteristiche del repertorio di geni IgHV 

e LV impiegato da tali cellule [37]. All‟interno del locus IgH sono presenti 51 geni HV 

funzionali, raggruppati in 7 famiglie sulla base di una omologia di sequenza pari almeno 

all‟80%. Nella LLC, un impiego non casuale dei componenti delle suddette famiglie geniche, 

è stato innanzitutto riportato in seguito all‟osservazione di un riscontro più frequente di alcuni 
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geni, di quanto atteso probabilisticamente. Le cellule B neoplastiche utilizzano, infatti, 

preferenzialmente i geni delle famiglie IgHV1, HV3 e HV4 secondo una distribuzione 

differente rispetto alla controparte B normale, rappresentata convenzionalmente dalle cellule 

B CD5
+
, sebbene, considerando la possibilità che il CD5 venga acquisito dopo la stimolazione 

antigenica, qualsiasi popolazione B linfoide potrebbe costituire il precursore della LLC. Le 

cellule B neoplastiche mostrano, inoltre, anche all‟interno di queste famiglie, una preferenza 

per alcuni geni quali IgHV1-69, HV3-07, HV3-21, HV3-23 e HV4-34 [38]. Di questi, il gene 

IgHV1-69, come dimostrato da una serie di studi condotti a partire dalla fine degli anni ‟80, 

risulta nel complesso il gene IgHV maggiormente impiegato dalle cellule B di LLC; a seguire 

il gene IgHV3-21. E‟ possibile che le percentuali relative all‟uso ristretto di specifici geni 

IgHV subiscano leggere variazioni all‟interno delle diverse coorti di pazienti esaminate, ad 

ogni modo, questo comportamento può essere spiegato considerando l‟impatto della 

distribuzione geografica e, quindi, il possibile effetto di un agente ambientale di origine 

regionale nella selezione del clone leucemico dotato di una peculiare specificità recettoriale. 

Nei pazienti affetti da LLC è stata anche rilevata un‟associazione specifica di alcuni tratti HV 

al riarrangiamento preferenziale di determinati tratti HJ e HD. Ad esempio l‟impiego del gene 

IgHV1-69 è risultato caratteristicamente associato a quello dei segmenti genici J6 e D3-3 o 

D2-2. Analogamente la maggior parte dei casi esprimenti il gene IgHV3-07 utilizza i 

segmenti genici delle famiglie J4 (90% dei casi) e D3 [39]. Sorprendentemente, anche la 

presenza o assenza di ipermutazioni somatiche appare associata all‟uso di specifici e ricorrenti 

geni IgHV e segue una precisa gerarchia basata sia sulla famiglia che sul singolo segmento 

genico selezionato. Sono, infatti, maggiormente inclini all‟acquisto di mutazioni somatiche i 

geni della famiglia IgHV3, a seguire IgHV4 e IgHV1. Inoltre, all‟interno di tali famiglie, i 

geni IgHV4-34 sono quelli preferibilmente espressi nelle forme mutate di LLC, mentre i geni 

IgHV1-69 e HV4-39 nelle forme non mutate [40]. Fa eccezione il gene IgHV3-21, distribuito 

più equamente tra riarrangiamenti mutati e non mutati, e caratterizzato dalla peculiarità di 

essere associato a cattiva prognosi indipendentemente dallo stato mutazionale [41]. Le 

mutazioni osservate all‟interno dei tratti genici HV sono di natura missenso, cambiano quindi 

la composizione aminoacidica della molecola immunoglobulinica, e manifestano una 

localizzazione preferenziale all‟interno di sei domini noti con il termine di “Regioni 

Determinati Complementarità” (CDR). Le regioni CDR, tre in ciascun riarrangiamento 

immunoglobulinico, sono regioni ipervariabili coinvolte nella formazione del sito di 

riconoscimento antigenico del BCR. La più variabile delle suddette regioni è la CDR3 della 

catena pesante (HCDR3) che si estende a livello del sito di giunzione dei segmenti genici VDJ 
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e, di conseguenza, rappresenta il principale determinante della specificità del sito di legame 

per l‟antigene [42]. A tale proposito è importante sottolineare come anche le regioni HCDR3 

mostrino delle caratteristiche peculiari nei pazienti affetti da LLC. E‟ stato osservato che 

l‟impiego di specifici geni IGHV condiziona sia la lunghezza sia la composizione 

aminoacidica all‟interno della regione HCDR3. Ad esempio, i casi caratterizzati dal 

riarrangiamento HV1-69 presentano una regione HCDR3 molto lunga; al contrario, i casi 

caratterizzati dal riarrangiamento HV3-07 hanno una regione HCDR3 piuttosto corta. Vi sono 

poi tratti genici associati a molteplici tipologie di regioni HCDR3. In base alla lunghezza di 

tali regioni, i pazienti IgHV4-34
+
 segregano, ad esempio, in 2 sottogruppi: i casi HV4-34

+
 non 

mutati hanno HCDR3 più lunghi, contenenti solitamente i segmenti J6 o J5, mentre quelli 

HV4-34
+
 mutati hanno HCDR3 più corti in associazione al segmento J4 [43]. Ad ogni modo, 

in tutti i casi la lunghezza delle regioni HCDR3 appare significativamente differente nelle 

cellule B neoplastiche di LLC rispetto alle cellule B normali. Una caratteristica peculiare delle 

cellule di LLC che utilizzano la famiglia genica IgHV1 è inoltre la presenza di code 

tirosiniche a livello della regione 3‟, codificate parzialmente dal segmento genico J6. Infine, 

la carica del segmento HCDR3 definita in termini di punto isoelettrico (pI), rappresenta 

un‟altra distinzione che caratterizza le cellule di LLC relativamente all‟uso dei geni IgHV. Le 

cellule leucemiche che esprimono i geni della famiglia IgHV1 hanno, ad esempio, il pI 

minore mentre le cellule IgHV3
+
 hanno il pI molto più alto. I casi IgHV4

+
 mostrano valori 

intermedi. Complessivamente, quindi, la lunghezza, la composizione aminoacidica e la carica 

della regione HCDR3 delle cellule leucemiche tendono a variare dipendentemente dal gene 

IgHV espresso [44]. 

Al di là delle differenze nelle regioni HCDR3 proprie delle cellule di LLC rispetto alla 

controparte B normale, è di grande interesse l‟osservazione che cloni B leucemici 

appartenenti a differenti pazienti, possano presentare un utilizzo di regioni HCDR3 molto 

simili tra loro. Tale considerazione ha condotto al concetto del cosiddetto “recettore 

stereotipato”. La somiglianza nella composizione del BCR rilevata in pazienti affetti da LLC 

appartenenti anche ad aree geograficamente lontane, costituisce una peculiarità unica di 

questa malattia, con un tasso medio del 20% circa. Si ritiene comunque che tale percentuale 

sia sottostimata in quanto, in molti casi, l‟ipermutazione somatica comporta la sostituzione di 

un aminoacido presente nella regione HCDR3 del recettore con un altro, dotato di 

caratteristiche fisiche e chimiche analoghe, che conseguentemente dà origine a un sito di 

legame antigenico molto simile in termini di specificità. Questa osservazione supporterebbe 

l‟ipotesi relativa all‟esistenza di un insieme di antigeni o classi di epitopi strutturalmente 
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simili con un ruolo primario nella selezione del clone B leucemico [45]. L‟espressione di 

BCR stereotipati è più frequente in pazienti di LLC con geni IgHV non mutati, dove può 

raggiungere valori intorno al 40%, rispetto ai casi IgHV mutati, dove si attesta a valori pari al 

10% [46]. Inoltre, i pazienti con stato IgHV non mutato contraddistinti da BCR stereotipati 

presentano un pattern distintivo di mutazioni somatiche rispetto ai pazienti con 

riarrangiamenti casuali del BCR. Alcuni geni IgHV sono poi maggiormente associati a 

regioni HCDR3 stereotipate. E‟ il caso dei geni IgHV3-21; HV1-69, HV1-2, HV1-3 e HV4-

39; al contrario i geni IgHV3-7, HV3-74 e HV2-5 hanno una bassa probabilità di mostrare 

HCDR3 stereotipati. In alcuni casi, l‟assenza di HCDR3 omologhi si correla alla comparsa di 

omologie strutturali a livello delle cosiddette “regioni cornice” (FWR). Le regioni FWR 

separano le regioni CDR e sono altamente conservate tra i vari membri delle famiglie geniche. 

In passato si riteneva che la loro funzione fosse il mantenimento della struttura terziaria delle 

Immunoglobuline, ma negli ultimi anni sono state identificate alcune proteine di natura 

microbica ed endogena in grado di interagire direttamente, in qualità di superantigeni, con tali 

regioni, rivelando l‟esistenza di ipotetici siti di legame ad esse associati. Di conseguenza, la 

bassa frequenza di HCDR3 stereotipati potrebbe indicare una forma di riconoscimento 

antigenico, da parte del BCR, di natura non convenzionale, ovvero al di fuori dei siti 

caratteristici del legame classico, rappresentati appunto dalle regioni HCDR3 [47]. La 

presenza di un‟omologia strutturale a carico del BCR influenza solitamente in modo negativo 

l‟andamento prognostico della malattia, associandosi a caratteristiche fenotipiche, molecolari 

e cliniche aggressive. Il primo studio finalizzato alla valutazione dell‟impatto clinico della 

stereotipia risale al 2004 e mostra in una serie di 5 pazienti con composizione similare dei 

rispettivi BCR, un decorso aggressivo della malattia, complicato da ricorrenti infezioni, 

trasformazione in sindrome di Richter e formazione di tumori solidi [48]. In seguito, è stato 

anche dimostrato come l‟influenza prognostica della stereotipia possa avere importanti 

implicazioni prognostiche addizionali e/o indipendenti dallo stato mutazionale. E‟ il caso dei 

pazienti IgHV3-21
+
 [45]. 

Diversamente dalle catene pesanti, meno note sono le peculiarità del repertorio dei geni LV e 

LJ caratteristico delle cellule B di LLC. Sembrerebbe che tale repertorio non differisca 

sostanzialmente da quello impiegato dalla controparte B normale, sebbene alcune differenze 

nei riarrangiamenti IgLV-J siano state osservate, maggiormente a carico dei geni del locus k. 

Ad ogni modo, i dati disponibili indicano, nel complesso, non solo un impiego peculiare di 

specifici tratti IgLV nella LLC, ma anche la presenza di un appaiamento non stocastico delle 

catene leggere alle catene pesanti del BCR, a sostegno del ruolo complementare delle catene 
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leggere nel riconoscimento antigenico del recettore clonotipico. Per quanto riguarda l‟uso di 

un ristretto repertorio di geni IgLV nella LLC, è stato osservato, in un recente studio 

effettuato su un totale di 276 pazienti, l‟impiego preferenziale nei casi k
+
 dei geni IgkV3-20, 

IgkV1-39, IgkV1-5, IgkV4-1 e IgkV2-30 e nei casi λ
+
 dei geni IgλV3-21, IgλV2-8 e IgλV2-

14. La restrizione del repertorio IgLV è stata primariamente osservata nei casi di BCR 

stereotipati, dove anche i motivi LCDR3 appaiono omologhi laddove viene impiegato lo 

stesso gene k o λ. La presenza di mutazioni somatiche è risultata invece caratteristica del 

50.3% dei pazienti k
+
 e del 45.4% dei pazienti λ

+
, con l‟osservazione che, similmente a quello 

che accade nel caso delle catene pesanti, l‟accumulo delle mutazioni avviene in modo 

differenziale all‟interno delle famiglie e dei segmenti genici e che alcuni cambiamenti 

aminoacidici sono preferiti e quindi ricorrono rispetto ad altri [49]. In questo studio, come in 

una serie di studi paralleli, è stata inoltre rivelata un‟associazione specifica tra domini IgkV-

J/IgλV-J e domini IgHV-D-J impiegati all‟interno delle cellule B neoplastiche. L‟utilizzo del 

gene IgkV1-39 è risultato ad esempio frequente nei casi IgHV1-69
+
, mentre quello dei geni 

Igk2-30 e Igλ3-21 è apparso rispettivamente in associazione ai riarrangiamenti IgHV4-34 e 

IgHV3-21 [40]. Recentemente il concetto dell‟implicazione delle catene leggere nel 

riconoscimento antigenico delle cellule B di LLC, è stato anche rafforzato grazie alla 

considerazione che una proporzione di pazienti con espressione monotipica del locus IgL 

risulta caratterizzata da riarrangiamenti IgL funzionali multipli, alludendo alla possibilità che 

riarrangiamenti secondari del locus IgL possano verificarsi nel contesto del processo di 

editing recettoriale indotto dall‟esposizione ad un (auto)antigene [50]. In conformità a tali 

dati, è possibile sostenere l‟ipotesi secondo cui la reattività nei confronti dell‟antigene 

coinvolto nella selezione del clone B patologico non dipenda esclusivamente dalle 

caratteristiche delle componenti IgHV e HCDR3, ma dalla struttura complessiva del BCR 

stereotipato. Di conseguenza, la formazione di un distintivo sito di riconoscimento antigenico 

richiederebbe sia il contributo delle catene pesanti che di quelle leggere e il riarrangiamento 

dei loci IgH e IgL potrebbe riflettere l‟ancestore della LLC e la storia dell‟esposizione 

antigenica di ciascun paziente. 

Accanto alle peculiarità dei riarrangiamenti a carico dei loci IgH e IgL, sono spesso osservate 

nelle cellule B di LLC, alterazioni strutturali della componente immunoglobulinica del 

recettore così come delle componenti Igα/Igβ, coinvolte nella trasduzione del segnale. Queste 

alterazioni sono in parte responsabili della bassa espressione superficiale del BCR, sebbene il 

meccanismo attraverso cui vengano indotte non sia stato ancora chiarito [51]. E‟ stato 

ipotizzato che alla base vi sia un‟alterazione dei processi di folding dei singoli elementi che 
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costituiscono il complesso recettoriale. Recentemente è stato, infatti, dimostrato che la catena 

pesante μ delle IgM di superficie e la catena Igα sono trattenute nel reticolo endoplasmatico 

delle cellule B di LLC. Questo fenomeno è associato a un difetto nella glicosilazione di 

entrambe le molecole e determina una loro ridotta traslocazione sulla membrana cellulare, cui 

consegue una diminuzione della densità di superficie del BCR [52]. In molti casi di LLC è 

stata anche identificata una variante tronca della catena Igβ, prodotta come conseguenza della 

delezione dell‟esone 3, codificante per il dominio extracellulare di tale molecola [53]. Questo 

dato suggerisce come, oltre al processo di folding proteico, anche il meccanismo di splicing 

alternativo possa essere implicato nel causare ridotti livelli di espressione del BCR sulla 

superficie delle cellule neoplastiche, una caratteristica solitamente presente in cellule B 

linfoidi anergizzate, che non necessariamente si associa ad una difettiva o assente 

segnalazione attraverso il BCR. 

Il BCR espresso dalle cellule B di LLC presenta, quindi, una serie di caratteristiche strutturali 

peculiari. L‟insieme di tali caratteristiche supporta la tesi del ruolo fondamentale 

dell‟interazione con l‟antigene nella patogenesi della leucemia e nella selezione del clone 

leucemico. Conseguentemente, la comprensione del loro impatto sulla funzionalità del BCR 

diventa di grande importanza per la comprensione della modalità mediante la quale il BCR 

possa influenzare il destino della popolazione B neoplastica. 

 

1.2.2 Stato maturativo e d’attivazione delle cellule B di LLC 

Le osservazioni relative alle caratteristiche del BCR delle cellule B leucemiche hanno 

condotto ad avvalorare la tesi secondo la quale la stimolazione antigenica abbia un ruolo 

fondamentale nella patogenesi della LLC. In realtà, considerando che il processo di 

diversificazione del repertorio immunoglobulinico richiede la stimolazione del BCR mediata 

dalla presenza dell‟antigene, si potrebbe erroneamente dedurre che i casi di LLC caratterizzati 

da una configurazione IgHV mutata derivino da cellule antigenicamente esperte e, al 

contrario, che i casi di LLC con configurazione IgHV non mutata originino da cellule B naive. 

Questa apparente contraddizione può essere risolta tenendo presente che l‟assenza di 

mutazioni somatiche a carico delle regioni variabili delle catene pesanti delle 

Immunoglobuline non necessariamente equivale all‟assenza di una precedente stimolazione 

antigenica e che tali casi potrebbero derivare da cellule B che, pur avendo incontrato 

l‟antigene, non hanno accumulato mutazioni. A sua volta, il mancato accumulo di mutazioni 

potrebbe dipendere dal tipo di stimolazione antigenica che la cellula ha ricevuto o essere il 

risultato del momento in cui si è verificato l‟evento trasformante. Sebbene il meccanismo alla 
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base di tale diversificazione non sia tuttora chiaro, oltre agli studi relativi alla struttura del 

BCR, anche i dati ottenuti analizzando lo stato maturativo e d‟attivazione delle cellule B 

leucemiche, supportano la tesi dell‟origine comune di entrambi i sottotipi di LLC dalla 

trasformazione neoplastica di una cellula B esposta alla stimolazione antigenica, definendo la 

presenza dell‟antigene il prerequisito per l‟evoluzione clonale della malattia, anche in quei 

casi che non esibiscono mutazioni nella regione IgHV [Figura 2]. 

In primo luogo, diversi studi immunofenotipici hanno evidenziato nelle cellule di LLC, non 

solo l‟espressione di una serie marcatori caratteristici di cellule B attivate a seguito della 

stimolazione antigenica, ma anche uno stato d‟attivazione più avanzato rispetto a quello di 

cellule B normali. Quando confrontate con linfociti B normali CD5
+
, le cellule B neoplastiche 

mostrano, infatti, un‟iperespressione dei marcatori di attivazione CD23, CD25, CD39, CD40, 

CD69 e CD71, affiancata ad un‟elevata e omogenea densità di espressione del CD27, un 

marcatore tipico delle cellule B memoria. Allo stesso tempo, tali cellule sono caratterizzate da 

una riduzione dell‟espressione del CD22, del CD79b, del CD32 (FCγBIIb) e dell‟isotipo D 

delle Immunoglobuline, evento consistente con la tesi dell‟attivazione in vivo dei linfociti B 

patologici, in quanto le suddette molecole sono normalmente sottoposte ad un controllo 

negativo in seguito alla stimolazione antigenica [54]. E‟ stato, infatti, osservato che le cellule 

B stimolate attraverso il BCR sono in grado di downmodulare l‟espressione del CD79b, 

attraverso la modulazione sia della trascrizione che del processo di splicing dell‟mRNA [55].  

Allo stesso modo, il ridotto rapporto tra le IgM e le IgD di superficie, riportato a carico delle 

cellule B di LLC, potrebbe essere il risultato di una modulazione indotta dall‟incontro con 

l‟antigene, dal momento che le cellule B mature che co-esprimono molecole 

immunoglobuliniche di entrambi gli isotipi, downregolano l‟espressione delle sIgD come 

conseguenza della segnalazione attraverso il BCR [56]. Questo spiegherebbe il motivo della 

ridotta densità superficiale delle Immunoglobuline, caratteristico delle cellule neoplastiche 

della maggior parte dei pazienti affetti da LLC [57]. Anche la bassa espressione del CD22 e 

del CD32, molecole entrambe coinvolte nella regolazione negativa delle risposte B cellulari 

indotte sia attraverso il BCR che il CD38, rafforza il concetto secondo cui le cellule B di LLC 

siano in grado di rispondere all‟antigene andando incontro, di conseguenza, alla perdita di 

fattori di natura regolatoria [58]. Le suddette caratteristiche fenotipiche sono le stesse sia nei 

casi di LLC IgHV mutata che non mutata. I due sottogruppi differiscono unicamente nella 

percentuale di cellule neoplastiche positive per l‟espressione degli specifici marcatori di 

superficie. 
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Figura 2. La LLC come un disordine della cellula antigenicamente esperta.  I due principali sottotipi di LLC 

sono distinti in base alla presenza o assenza di mutazioni nella regione IgHV. Poiché lo sviluppo di mutazioni 

nella regione IgHV richiede la stimolazione dell‟antigene e quindi l‟attivazione del BCR, molto probabilmente i 

casi di LLC mutata derivano da cellule B stimolate che passano attraverso il centro germinativo (CG) e 

subiscono il processo di ipermutazione somatica. Per questa stessa ragione i casi di LLC non-mutata dovrebbero 

derivare da cellule B naive, ma poiché la mancanza di mutazioni nella regione IgHV non necessariamente 

significa assenza di stimolazione antigenica, questi casi potrebbero trarre origine da cellule B stimolate 

dall‟antigene che non hanno ricevuto stimoli sufficienti per formare il CG e accumulare mutazioni. Di 

conseguenza, in entrambi i casi di LLC la stimolazione antigenica sembra essere un prerequisito essenziale per 

l‟evoluzione della leucemia e la continua e prolungata esposizione all‟antigene può fornire stimoli proliferativi, 

resistenza all‟apoptosi o anergia, a seconda delle caratteristiche delle cellule B neoplastiche. 

 

 

Infatti, i casi non mutati presentano sovente, una percentuale maggiore di cellule CD38
+
, 

CD40
+
 e CD69

+
, mentre i casi mutati mostrano una maggiore espressione dei marcatori CD39 

e CD71. L‟intervallo temporale tra l‟attivazione cellulare e la modulazione di questi marcatori 

varia notevolmente all‟interno della popolazione B normale; ad esempio, l‟upregolazione del 

CD69 si verifica anticipatamente rispetto a quella del CD71 [59]. Di conseguenza, 

considerando la relazione inversa tra l‟espressione del CD69 e del CD71 nell‟ambito dei due 

sottogruppi di LLC, si potrebbe ipotizzare che i casi non mutati ricordino delle cellule B 
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temporalmente più prossime allo stimolo antigenico e quindi ad uno stadio più precoce di 

attivazione rispetto ai casi mutati. 

La presenza di un fenotipo attivato indipendentemente dallo stato mutazionale, consente di 

confermare la tesi secondo cui entrambe le forme di LLC abbiano origine da una cellula B 

antigenicamente esperta. Sono state proposte diverse ipotesi per spiegare l‟assenza di 

mutazioni somatiche a carico dei geni IgHV, caratteristica di una percentuale di pazienti 

affetti da LLC. E‟ stato ad esempio supposto che le cellule B neoplastiche possano non aver 

accumulato mutazioni come conseguenza della mancata attivazione del macchinario 

mutazionale. In alternativa, si potrebbe pensare che tali cellule siano state esposte a un 

antigene non in grado di indurre il meccanismo di ipermutazione somatica e/o le reazioni del 

centro germinativo, come nel caso di antigeni T-indipendenti, o che siano state attivate da un 

antigene T-dipendente, ma trasformate prima dell‟ingresso nel centro germinativo. Ancora, 

dopo la trasformazione maligna, si potrebbe essere verificata un‟esclusione dei linfociti 

patologici dal centro germinativo stesso o semplicemente le cellule IgHV non mutate 

potrebbero aver avuto origine da linfociti specifici per antigeni maggiormente reattivi in 

presenza di geni IgHV non mutati [60]. Ciononostante, non è possibile escludere la possibilità 

che i dati relativi al fenotipo attivato delle cellule B di LLC siano una conseguenza degli 

effetti della trasformazione neoplastica sulla deregolazione dell‟espressione dei geni 

codificanti molecole attivatorie. Ad ogni modo, la tesi dell‟attivazione in vivo delle cellule B 

di LLC, viene anche supportata dall‟osservazione, all‟interno di tali cellule, 

dell‟overespressione della ciclina D2, coinvolta nella progressione del ciclo cellulare; della 

traslocazione costitutiva del fattore nucleare delle cellule attivate (NF-ATp); della 

fosforilazione dei fattori STAT-1 e STAT-3, mediatori della trasduzione del segnale e 

dell‟attivazione trascrizionale a valle del BCR, e della sintesi di numerose citochine 

immunomodulatorie tra cui l‟interleuchina (IL)-1α, IL-1β, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, 

l‟interferone (IFN)-γ, il fattore di necrosi tumorale (TNF), il fattore stimolante la formazione 

di colonie di granulociti e macrofagi (GM-CSF) e il fattore di crescita tumorale (TGF)-β1 [61-

62]. Tali citochine, normalmente prodotte da cellule B attivate, sono non solo sintetizzate ma 

anche secrete dalle cellule B neoplastiche. Il loro ruolo nello sviluppo e nella progressione 

della LLC non è del tutto chiaro; è stato ipotizzato che alcune citochine come il TNF-α e l‟IL-

8, possano promuovere la crescita cellulare in modo autocrino, altre in modo paracrino. 

La valutazione, all‟interno delle cellule B neoplastiche, della lunghezza dei telomeri fornisce 

informazioni addizionali per la comprensione della storia proliferativa della LLC. I telomeri 

sono strutture nucleotidiche esameriche ripetute (TTAGGG) presenti all‟estremità di ciascun 
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cromosoma, la cui lunghezza si riduce ad ogni divisione cellulare come conseguenza di un 

normale processo di senescenza. Durante la reazione del centro germinativo, le cellule B 

normali dimostrano un elevato livello di attività della telomerasi, enzima deputato al processo 

di allungamento dei telomeri, che non si osserva in nessun altro tipo cellulare. E‟ stato 

dimostrato che le cellule B dei pazienti di LLC sono caratterizzate da telomeri di lunghezza 

ridotta rispetto a quelli di cellule B normali isolate da soggetti aventi la stessa età. Questo 

dimostra, contrariamente a quanto si pensava decenni fa, non solo che le cellule di LLC si 

dividono, ma che lo fanno con frequenza maggiore rispetto alla controparte normale. Inoltre, 

quando si confrontano i due sottogruppi di LLC distinti in base allo stato mutazionale dei geni 

IGHV, si osserva che le cellule B a configurazione non mutata hanno telomeri più corti 

rispetto alle cellule B a configurazione mutata, un dato indicativo di una storia replicativa più 

lunga, in linea con la prognosi più sfavorevole di tale gruppo [63]. Ciononostante, il grado di 

accorciamento telomerico è lo stesso in entrambi i casi per cui, con molta probabilità, i 

maggiori cambiamenti si verificano prima della trasformazione neoplastica. In apparente 

contraddizione con quanto riportato, l‟attività enzimatica della telomerasi è più elevata nelle 

cellule non mutate, ovvero con telomeri più corti. Considerando che la telomerasi viene 

attivata quando i telomeri raggiungono una lunghezza tale da minacciare la sopravvivenza 

cellulare, è stato ipotizzato, nel caso della LLC IgHV non mutata, che l‟induzione della 

telomerasi sia utile a compensare l‟eccessiva perdita di lunghezza dei telomeri che si verifica 

durante la fase preleucemica e leucemica e che risulta proporzionale al numero di divisioni 

cellulari [64]. 

Un‟idea più precisa del tasso proliferativo delle cellule B di LLC e, quindi, del loro turnover 

di crescita è stata fornita attraverso una misurazione in vivo basata sull‟impiego del deuterio, 

un isotopo non radioattivo dell‟idrogeno. La somministrazione di D2O a soggetti affetti da 

LLC, allo scopo di marcare il DNA cellulare, ha consentito di valutare non solo la quota di 

cellule di nuova generazione, ma anche la crescita in termini esponenziali. Attraverso 

l‟impiego di questo approccio, è stato possibile rilevare un tasso di nuova generazione di un 

intero clone di LLC pari allo 0.1-1.75% al giorno, equivalente a 10
9
-10

12
 cellule, e un tasso di 

crescita tra –1.052% e +0.712% al giorno [2]. Ovviamente i livelli di cellule B neoplastiche 

circolanti in ciascun paziente di LLC sono proporzionali alle dinamiche di nascita e morte 

cellulare, quest‟ultima calcolata sottraendo al tasso di crescita quello di nuova generazione. In 

base a tale presupposto è stato osservato che nelle forme più aggressive di LLC la nascita 

supera la morte cellulare, contrariamente a quanto si verifica nei casi più stabili, dove i due 

valori sono pressoché uguali. Inoltre, la rilevazione dell‟espansione del clone B neoplastico 
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richiede almeno 2 settimane, un dato interessante che supporta la tesi secondo la quale le 

cellule B leucemiche siano prodotte all‟interno di compartimenti solidi come il midollo osseo, 

la milza, i linfonodi, e in seguito rilasciate a livello ematico. Complessivamente, i dati 

riportati confermano la tesi secondo la quale la LLC sarebbe una patologia dinamica in cui 

l‟accumulo delle cellule B tumorali rappresenta il risultato dello squilibrio tra eventi 

proliferativi e apoptotici che, a sua volta, appare strettamente correlato alle interazioni tra il 

BCR neoplastico e lo specifico stimolo antigenico. 

Anche gli studi di espressione genica dei linfociti B neoplastici supportano la tesi della 

stimolazione antigenica nella patogenesi della LLC. E‟ stato, infatti, dimostrato che tali 

cellule manifestano, indipendentemente dallo stato mutazionale, un pattern di espressione 

uniforme, tipico di cellule B memoria e, allo stesso tempo, distinto da quello caratteristico di 

altre neoplasie di natura B cellulare. Delle migliaia di geni caratteristicamente espressi dalle 

cellule di LLC, solo un numero esiguo che può variare, a seconda degli studi, tra 20 e 200, 

mostra un‟espressione differenziale tra casi IgHV mutati e non [65-66]. Quest‟osservazione 

suggerisce che entrambi i gruppi possano derivare da un precursore comune attraverso lo 

stesso meccanismo patogenetico, che implica l‟attivazione funzionale della cellula B 

leucemica e si verifica probabilmente allo stadio di cellula B memoria. I risultati ottenuti dagli 

studi di espressione genica sono supportati dal fatto che la LLC è l‟unica tra le malattie 

neoplastiche linfoidi a non presentare le traslocazioni reciproche bilanciate. Questo tipo di 

aberrazioni si verifica durante la ricombinazione VDJ nelle prime fasi di sviluppo delle cellule 

B, o all‟interno dei centri germinativi durante il processo di ipermutazione somatica e lo 

scambio di classe. Quindi, se il processo neoplastico ha inizio nelle cellule B memoria non 

può implicare le traslocazioni cromosomiche, visto che tale processo nelle cellule B memoria 

è stato già inattivato. Tale dato è consistente con la predominante presenza, nelle cellule di 

LLC, di alterazioni genetiche come le delezioni o le amplificazioni, peculiari di neoplasie che 

colpiscono tessuti non esposti ai processi di ipermutazione somatica. Inoltre, l‟acquisizione di 

tali anomalie citogenetiche supporta ulteriormente il concetto dell‟evoluzione clonale della 

LLC dal momento che la maggior parte di queste alterazioni si manifesta in fase tardiva di 

malattia, non essendo presente all‟inizio del processo di tumorigenesi. Molto probabilmente, 

la continua e ripetuta stimolazione delle cellule neoplastiche da parte dell‟antigene, 

contribuisce all‟accumulo delle aberrazioni cromosomiche, con conseguente influenza sulla 

progressione tumorale. 
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1.2.3 Natura degli antigeni implicati nella patogenesi ed evoluzione della LLC 

Data la moltitudine di dati a favore dell‟implicazione della stimolazione antigenica nello 

sviluppo della LLC, uno degli aspetti di maggior interesse è rappresentato dal tentativo di 

comprendere quale sia la natura dell‟antigene coinvolto nella selezione tumorale. 

Quest‟ultima, non può essere definitivamente dedotta dalle sequenze dei geni delle 

Immunoglobuline espressi dalle cellule B neoplastiche ma, allo stesso tempo, può fornire 

alcune importanti informazioni avvalendosi della conoscenza di anticorpi con specificità nota. 

Le sequenze codificanti dei geni IgHV e IgLV espressi nella LLC sono state usate per 

generare dei “trasfettomi” producenti anticorpi allo scopo di studiarne l‟attività di legame. 

Attraverso questo approccio, è stata osservata una reattività delle cellule B leucemiche nei 

confronti di autoantigeni, antigeni microbici e apteni. In particolare, una forte omologia di 

sequenza tra le componenti immunoglobuliniche del BCR delle cellule B neoplastiche e 

anticorpi diretti contro antigeni self, come ssDNA, tireoglobulina, actina, mioglobina e 

cardiolipina è risultata peculiare della maggior parte dei casi di LLC in cui il clone leucemico 

presenta regioni CDR3 stereotipate [67]. Recenti studi basati sull‟impiego di anticorpi 

ricombinanti espressi da pazienti di LLC, hanno poi rivelato che l‟80% e il 15% degli 

anticorpi di LLC rispettivamente IgHV non mutata e mutata, reagisce con antigeni self e non 

secondo una modalità polireattiva. Sebbene in modelli murini transgenici l‟espressione di 

recettori polireattivi non porta di per se allo sviluppo della leucemia, il basso livello di 

stimolazione continua di tali recettori solitamente a bassa affinità, potrebbe potenzialmente 

aumentare il rischio di LLC. E‟ stato inoltre osservato che anticorpi ottenuti da casi di LLC 

IgHV mutata non polireattivi, possono acquisire una polirettività dopo reversione della loro 

sequenza genica da mutata a germline. Questo suggerisce che entrambi i sottogruppi di LLC 

possano derivare da cellule B poli/self-reattive e che le caratteristiche del BCR potrebbero 

essere rilevanti nel condurre all‟anergia cellulare in un caso e a una prominente espansione 

nell‟altro [68]. L‟omologia della catena pesante e leggera del BCR neoplastico ad 

autoanticorpi “naturali” polireattivi ha condotto a paragonare la LLC a un disordine di natura 

autoimmune. La considerazione della LLC come un modello di patologia a cavallo tra 

neoplasia e autoimmunità è stata rafforzata anche dall‟osservazione della positività dei 

linfociti patologici per il CD5, un antigene spesso caratteristico di popolazioni B cellulari 

implicate nella reattività al self, e dal riscontro di manifestazioni autoimmuni nella maggior 

parte dei pazienti. Le cellule CD5
+
, note anche come B1, sono deputate alla produzione di 

anticorpi, prevalentemente di isotipo IgM, a bassa affinità per componenti batteriche. 

Ciononostante, in alcune circostanze, tali anticorpi naturali sono in grado di reagire in modo 
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polireattivo con antigeni self con tendenza a mostrare crossreattività nei confronti di antigeni 

batterici, un dato che ha condotto all‟ipotesi della derivazione della LLC dalla trasformazione 

neoplastica di cellule B CD5
+
 presenti, nell‟uomo, all‟interno della zona marginale 

extrafollicolare [69]. In realtà la possibilità che il CD5 sia un marcatore d‟attivazione 

piuttosto che di linea, ha ridirezionato l‟opinione scientifica nel considerare l‟origine della 

LLC in un precursore B ancora non identificato, seppur attivato dall‟antigene. Per quanto 

riguarda la presenza di fenomeni di natura autoimmune, nei pazienti di LLC è stata riportata 

una reattività virtualmente esclusiva nei confronti delle componenti del sistema 

ematopoietico; al contrario, non è stata rilevata alcuna associazione con disordini autoimmuni 

sistemici o a livello di altri organi. L‟anemia emolitica autoimmune si verifica nel 10-25% dei 

casi, la trombocitopenia immune nel 2%, mentre più rare sono la neutropenia autoimmune e 

l‟aplasia eritroide [70]. Non ci sono tuttora spiegazioni conclusive riguardo le forme di 

autoreattività policlonale osservate nella LLC, è stato comunque ipotizzato che possano 

derivare da difetti nel compartimento B e T normale, indotti dallo stesso clone neoplastico 

[71]. La reattività delle cellule B di LLC è comunque indirizzata verso strutture cellulari di 

natura self intracitoplasmatiche piuttosto che nucleari, diversamente da quanto accade nei 

disordini autoimmuni come la SLE, dove gli antigeni riconosciuti sono quasi esclusivamente 

di natura nucleare [72]. Alcuni linfociti patologici reagiscono con autoantigeni esposti sulla 

membrana citoplasmatica o strutture chimiche prodotte in seguito all‟apoptosi o ad altri 

processi catabolici. Si tratta di proteine o lipoproteine non riconosciute nel loro stato nativo 

ma solamente dopo modifiche, ad esempio, di natura ossidativa [73]. Dall‟altro lato, però, le 

stesse cellule autoreattive possono crossreagire con antigeni batterici, di conseguenza, come 

anticipato, non è possibile escludere il contributo di antigeni esogeni nella patogenesi della 

LLC. Essi sembrano, infatti, essere implicati nella selezione del clone leucemico soprattutto 

nei casi di LLC in cui raramente si identificano recettori stereotipati. Questo potrebbe 

verificarsi sia attraverso l‟azione di superantigeni, come la proteina A dello Stafilococco, 

riconosciuti da siti antigenici esterni a quelli convenzionali, sia attraverso l‟azione di antigeni 

esogeni riconosciuti secondo la modalità classica CDR3-dipendente. A tale proposito, è 

interessante notare la correlazione inversa tra lo sviluppo della LLC e la malattia cardiaca 

cronica reumatica. I soggetti affetti da questa patologia sono protetti dalla leucemogenesi 

probabilmente come conseguenza dell‟uso a lungo termine di antibiotici, un dato a sostegno 

della tesi degli antigeni batterici nella patogenesi della LLC [74].  

Secondo quanto riportato, si potrebbe ipotizzare che la LLC abbia inizio come patologia 

monoclonale delle cellule B poli/auto-reattive. L‟antigene self sarebbe necessario per 
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selezionare le cellule B suscettibili alla trasformazione neoplastica dal repertorio B linfoide 

normale e la sua azione potrebbe essere facilitata e rafforzata dall‟intermittente, seppur meno 

frequente, stimolazione esogena di natura microbica. Nella maggior parte dei cloni IgHV non 

mutati, la persistenza di ripetute interazioni tra il BCR polireattivo e l‟autoantigene, potrebbe 

impedire l‟acquisto di mutazioni somatiche, permettendo a tali cellule di mantenere la loro 

poli/auto-reattività [75]. Al contrario, nei cloni IgHV mutati, l‟acquisto di mutazioni 

somatiche comporterebbe la perdita della polireattività a favore o di una maggiore specificità 

per l‟autoantigene o di una perdita di affinità nei suoi confronti. In quest‟ultimo caso, le 

mutazioni, privando il BCR del suo potenziale autoreattivo potrebbero indurre uno stato di 

anergia cellulare. In quei casi che mantengono la poli/auto-reattività, preferenzialmente IgHV 

non mutati ma talvolta, seppur in misura minore, anche IgHV mutati, la stimolazione del BCR 

continuerebbe invece a fornire segnali più o meno positivi a seconda delle caratteristiche di 

affinità e avidità del BCR e della valenza, forma e concentrazione dell‟antigene. I segnali 

positivi di sopravvivenza o espansione cellulare potrebbero essere maggiormente caratteristici 

delle forme IgHV non mutate, quelli negativi delle forme IgHV mutate, in linea con la 

prognosi più infausta del primo sottogruppo di LLC [76]. L‟identificazione della natura 

dell‟antigene coinvolto nella patogenesi della LLC è di grande interesse anche per la 

comprensione del sito anatomico all‟interno del quale si verifica l‟incontro con il precursore 

leucemico. Risulta infatti più plausibile che l‟incontro con un autoantigene polivalente ed 

immobilizzato abbia luogo nei tessuti linfoidi solidi piuttosto che nel sangue periferico, dove 

la maggior parte degli antigeni è monovalente e solubile. 

   

1.2.4 Segnali mediati dal BCR nelle cellule B di LLC  

I segnali mediati dal complesso del BCR possono avere svariate conseguenze sulla cellula B 

linfoide in base al suo stato maturativo e alla sua attivazione. Uno stesso segnale può ad 

esempio indurre il processo apoptotico in una cellula caratterizzata da uno stadio maturativo 

precoce, viceversa stimolare la proliferazione se la cellula è in uno stadio maturativo avanzato 

[Figura 3]. I dati relativi alle caratteristiche del BCR delle cellule B di LLC hanno avvalorato 

nel tempo l‟ipotesi che l‟eterogeneità del decorso clinico peculiare di tale malattia, possa 

dipendere primariamente dalla reattività del suddetto complesso recettoriale. Questo 

presupposto ha condotto a numerosi studi finalizzati alla valutazione della funzionalità del 

BCR patologico in seguito alla stimolazione in vitro delle cellule B leucemiche con anticorpi 

anti-IgM e/o anti-IgD, in grado di mimare ciò che accade in vivo in presenza dell‟antigene. 

L‟obiettivo è rappresentato dalla possibilità di comprendere i meccanismi patogenetici della 
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LLC legati alla stimolazione antigenica e, quindi, le basi molecolari della prevalenza dei 

segnali di sopravvivenza, proliferazione o anergia cellulare, con il fine ultimo di correlare tale 

risposta all‟andamento prognostico della malattia. Una delle caratteristiche prominenti delle 

cellule B leucemiche è rappresentata dalla bassa espressione superficiale delle componenti 

immunoglobuliniche del BCR. A causa di questa osservazione, è stato per lungo tempo 

ritenuto che i linfociti B neoplastici dei pazienti di LLC fossero indistintamente caratterizzati 

da una bassa responsività alla stimolazione del BCR [77]. Tale proprietà risultava anche 

causata dall‟espressione di una variante tronca o mutata della componente Igβ del recettore o, 

in alternativa, da disfunzioni o inadeguati livelli della tirosin-chinasi SYK [51]. Studi 

successivi hanno poi dimostrato che, indipendentemente da questi fattori, i livelli di 

fosforilazione della tirosin-chinasi SYK così come il rilascio intracellulare di Ca
2+

, variano 

sostanzialmente in rapporto alla stimolazione recettoriale. In primo luogo, pur esprimendo 

livelli normali di SYK, le cellule B leucemiche di circa la metà dei pazienti affetti da LLC 

mancano dell‟abilità di indurre la sua fosforilazione dopo crosslinking del BCR [78].  
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Figura 3. Vie di trasduzione del segnale indotte nelle cellule B linfoidi dal legame dell‟antigene al BCR.  
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In secondo luogo, pazienti caratterizzati da un basso rilascio di Ca
2+

 presentano un pattern 

complessivo di fosforilazione notevolmente ridotto dopo stimolazione dell‟isotipo IgM [79]. 

Dall‟altro lato, nonostante la relativa bassa espressione delle Immunoglobuline di superficie, è 

possibile osservare in una buona percentuale di casi una risposta alla stimolazione recettoriale, 

talvolta simile a quella di linfociti B normali. Questi dati hanno rafforzato la tesi 

dell‟eterogeneità della risposta dei linfociti B di LLC, almeno in termini di eventi di 

segnalazione prossimali, alla stimolazione del BCR neoplastico, incoraggiando la valutazione 

dell‟associazione di tali differenze molecolari e funzionali alla presenza di fattori indicatori di 

prognosi, come lo stato mutazionale della regione IgHV, l‟espressione di ZAP-70, del CD38 e 

la presenza di anomalie citogenetiche [Figura 4]. I primi studi in tal senso risalgono alla fine 

degli anni ‟90. Il CD38 è stato il primo fattore prognostico ad essere associato alla tipologia di 

risposta del BCR delle cellule B leucemiche. E‟ stato dimostrato che l‟espressione del CD38 

sulla superficie dei linfociti B di LLC correla con una rapida mobilizzazione di Ca
2+

 

intracellulare, seguita dall‟attivazione del processo apoptotico, in seguito alla stimolazione 

con anticorpi anti-IgM. Al contrario, tale risposta non si osserva nei casi di LLC CD38
-
, 

nonostante una densità delle sIgM paragonabile in entrambi i sottogruppi, indicando una 

risposta difettiva al crosslinking del BCR in termini di segnalazione intracellulare [80]. La 

mobilizzazione di Ca
2+

 non è indotta direttamente dal CD38, dal momento che l‟esposizione 

ad anticorpi anti-CD38 non influenza la concentrazione intracellulare di Ca
2+

, piuttosto 

l‟espressione del CD38 sembra identificare un sottogruppo di cellule B di LLC con peculiari 

proprietà funzionali del BCR. E‟ stato in seguito dimostrato come anche il crosslinking del 

BCR mediante anticorpi anti-IgD susciti una risposta esclusivamente in cellule B CD38
+
, 

sebbene secondo una cinetica differente rispetto all‟isotipo IgM. In questo caso però i segnali 

trasdotti sono essenzialmente di sopravvivenza e pro-differenziativi [81]. Questi dati hanno 

rappresentato le prime evidenze non solo della presenza di un‟eterogeneità comportamentale 

delle cellule B di LLC, probabilmente legata ad uno stadio maturativo diverso, ma anche della 

possibilità che isotipi immunoglobulinici differenti possano trasdurre segnali opposti e 

contribuire alla fine regolazione della risposta cellulare. La risposta delle cellule B 

neoplastiche ad anticorpi anti-IgM, si è in realtà rivelata caratterizzata da una dicotomia. 

Alcuni casi di LLC mostrano a seguito della stimolazione induzione del processo apoptotico, 

altri della proliferazione cellulare. La spiegazione della suddetta dicotomia risiede 

nell‟attivazione differenziale di una serie di chinasi intracellulari; la MAPK p38 sembra 

essere un prerequisito per lo stimolo apoptotico mentre la MAPK ERK per la proliferazione.  
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Figura 4. Le cellule di LLC manifestano comportamenti biologici e clinici marcatamente differenti in 

relazione alla configurazione mutata o non mutata delle regioni IgHV. a) Le cellule IgHV non mutate sono 

caratterizzate da livelli più elevati della tirosin-chinasi ZAP-70 e dell‟antigene CD38; inducono, inoltre, vie di 

trasduzione del segnale chiave in risposta all‟attivazione del BCR, coinvolgenti LYN, SYK, ERK e AKT; b) Le 

cellule IgHV non mutate hanno una maggiore probabilità di acquisire lesioni genetiche (es: del17p13 e 

del11q23) rispetto alle forme IgHV mutate; c) Le suddette differenze biologiche potrebbero essere alla base del 

differente decorso clinico delle due sottoforme di LLC.  

 

 

Una spiegazione alternativa presuppone invece che la presenza di risposte contraddittorie sia 

il risultato della tipologia di stimolazione effettuata in vitro. In alcuni studi si è, infatti, ricorso 

all‟impiego di anticorpi anti-IgM solubili, in altri casi sono stati impiegati anticorpi anti-IgM 

immobilizzati. E‟ possibile che l‟uso di anticorpi solubili non rappresenti accuratamente 

quello che accade in vivo in relazione alla stimolazione recettoriale, in quanto tali anticorpi 

sono rapidamente internalizzati come conseguenza dell‟endocitosi recettoriale; al contrario le 
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forme immobilizzate sono trattenute sulla superficie cellulare per oltre 24 h [82]. Per di più, la 

stimolazione con anticorpi immobilizzati induce un‟efficiente degradazione di IkB e una 

prolungata attivazione di AKT ed ERK, con aumento dell‟attività metabolica delle cellule B 

leucemiche, induzione dell‟ingresso nel ciclo cellulare e acquisizione di una resistenza 

all‟apoptosi indotta dai chemioterapici [83]. Queste osservazioni aiuterebbero a superare 

l‟apparente contraddizione insita nell‟associazione tra la risposta apoptotica che si verifica 

dopo crosslinking delle IgM e i fattori prognostici sfavorevoli caratteristici delle cellule B di 

LLC responsive alla stimolazione. 

Studi più recenti hanno inoltre dimostrato come i casi responsivi allo stimolo del BCR 

appaiono prevalentemente associati a fattori di cattiva prognosi, rappresentati non solo dal 

CD38 ma anche dalla positività per l‟espressione della proteina ZAP-70 e dalla 

configurazione IgHV non mutata, un dato che implica una correlazione tra l‟aggressività della 

LLC e la funzionalità del BCR neoplastico [84]. ZAP-70 è una molecola segnale caratteristica 

dei linfociti T ma espressa anche in una porzione di casi di LLC. E‟ strutturalmente omologa a 

SYK e si associa al BCR delle cellule B leucemiche stimolate dall‟antigene, indicando una 

sua possibile funzione nella modulazione dei segnali a valle [85]. A supporto di questa tesi, è 

stato osservato che cellule B di LLC ZAP-70
+
, stimolate con anticorpi anti-IgM, sono 

caratterizzate da una massiva induzione di eventi di fosforilazione a carico di proteine 

citosoliche tra cui SYK, BLNK e PLCγ, con conseguente mobilizzazione di Ca
2+

 

intracellulare. La stessa ZAP-70 viene fosforilata e si associa alla componente Igβ del 

recettore, un evento indicativo del suo contributo alla segnalazione del BCR [86]. In realtà 

tale contributo sembrerebbe indipendente dalla fosforilazione di ZAP-70 e quindi dalla sua 

attività chinasica, dal momento che esperimenti di trasfezione di linfociti B leucemici con 

vettori codificanti una forma normale della proteina e una priva del dominio chinasico, hanno 

mostrato risultati sovrapponibili in termini di modulazione dell‟attività dei target intracellulari 

[87]. E‟ stato anche provato che la cellula B neoplastica utilizzi prevalentemente la tirosin-

chinasi SYK, in quanto, la sua espressione aumenta nei casi responsivi alla stimolazione del 

BCR, contrariamente a quanto accade a ZAP-70, i cui livelli si mantengono pressoché costanti 

[22]. Questo dato ha condotto a ipotizzare che il ruolo di ZAP-70 sia principalmente 

riconducibile a quello di adattatore molecolare di proteine segnale richieste per i successivi 

eventi citoplasmatici legati al crosslinking del BCR. La sua funzione consisterebbe quindi 

nell‟accelerazione dell‟attivazione e nell‟aumento della durata dello stimolo. Per quanto 

riguarda la correlazione tra lo stato mutazionale della regione IgHV e la risposta allo stimolo 

del BCR neoplastico, è stato dimostrato che i casi IgHV non mutati non solo rispondono al 
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crosslinking delle IgM con l‟aumento intracellulare di Ca
2+ 

ma anche con la traslocazione del 

recettore a livello delle zattere lipidiche presenti nella membrana cellulare grazie ad una serie 

di interazioni SRC-mediate tra l‟actina citoscheletrica e il BCR stesso [88]. Questi eventi si 

traducono nella proliferazione dei linfociti patologici, contribuendo alla cattiva prognosi dei 

pazienti IgHV non mutati. Al contrario, l‟iporesponsività dei cloni IgHV mutati presuppone 

che si siano probabilmente sviluppati a uno stadio in cui l‟esposizione cronica all‟antigene li 

ha resi relativamente tolleranti alla stimolazione, di conseguenza, la mancata traslocazione del 

BCR a livello delle zattere lipidiche, un evento normalmente tipico di cellule B anergiche, 

rappresenterebbe un meccanismo utile al controllo negativo della segnalazione a valle del 

recettore. Recentemente, è emerso che l‟anergia funzionale di tale porzione di cellule B 

leucemiche presenta un pattern molecolare uniforme, contraddistinto dall‟attivazione 

costitutiva delle MAPK ERK1/2 e MEK1/2 e dall‟incrementata transattivazione di NF-AT, in 

assenza dell‟induzione di AKT [89]. La tesi dell‟anergizzazione dei linfociti B di LLC 

irresponsivi alla stimolazione recettoriale viene supportata dal fatto che nei sistemi murini lo 

stato anergico è caratterizzato dalla non responsività alla stimolazione mediante anticorpi anti-

IgM mentre la segnalazione via Igα/Igβ rimane intatta ed è, inoltre, in accordo con 

l‟osservazione che questo stato di basso vigore metabolico può essere revertito dopo coltura in 

vitro, evento che suggerisce la possibilità in vivo di una persistente interazione antigene-BCR 

[84]. Alcuni recenti lavori hanno inoltre evidenziato come l‟anergia sia isotipo-dipendente 

nelle cellule B di LLC, in quanto tali cellule appaiono, nella quasi totalità dei casi, responsive 

alla stimolazione dell‟isotipo IgD [37]. In realtà, a causa del numero tuttora limitato di studi 

relativi al crosslinking dell‟isotipo IgD, non è ancora chiaro se i segnali specifici trasdotti da 

ciascuna forma recettoriale siano indipendenti tra loro o, almeno in vivo, sia presente una 

forma di “crosstalk”. Infine, oltre alla trasduzione di segnali mediati dalla presenza 

dell‟antigene, il BCR delle cellule B di LLC risulta anche in grado di fornire stimoli di 

sopravvivenza attraverso il cosiddetto segnale tonico antigene-indipendente, secondo un 

meccanismo paragonabile a quello che si verifica nelle cellule B mature normali. Questo 

spiegherebbe l‟assenza di varianti isotipo-negative di LLC così come il motivo per il quale le 

traslocazioni a carico dei loci delle Immunoglobuline coinvolgano quasi sempre l‟allele non 

produttivo [90].  

In relazione a quanto riportato, il perfezionamento delle conoscenze relative ai meccanismi 

molecolari e funzionali alla base della stimolazione del BCR delle cellule B leucemiche, oggi 

ancora preliminari, diventa di grande importanza per la comprensione del comportamento dei 

processi alla base della patogenesi ed evoluzione della malattia. 
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1.3 Scopo del progetto di ricerca 

 

Diversamente da altri disordini linfoproliferativi, la patogenesi e la logica di alcune 

caratteristiche biologiche peculiari della LLC hanno eluso per anni una definizione precisa. 

Questo è dipeso non solo dall‟assenza, in tale leucemia, di un‟alterazione cromosomica 

patogenetica, ma anche dalla relativa incertezza riguardo le sue origini cellulari e dal 

differente grado di immunocompetenza delle cellule B leucemiche e dei loro progenitori. Le 

conoscenze acquisite nel tempo relativamente alle caratteristiche del BCR neoplastico hanno 

fornito informazioni utili a migliorare la comprensione sia dell‟origine cellulare della LLC 

che dei meccanismi di natura patogenetica alla base dell‟insorgenza di tale malattia. Dal 

momento che l‟eterogeneità del decorso clinico della LLC appare altamente dipendente 

dall‟acquisizione di mutazioni somatiche a carico dei geni IgV delle componenti 

immunoglobuliniche recettoriali, una delle ipotesi più accreditate identifica la stimolazione 

antigenica come il presupposto imprescindibile per lo sviluppo e l‟evoluzione clonale della 

LLC. Ciò ha reso lo studio delle proprietà funzionali del BCR neoplastico di grande interesse 

per la comprensione del modo attraverso il quale le differenze nella composizione e struttura 

del recettore possano influenzare il comportamento delle cellule B leucemiche a seguito 

dell‟incontro con l‟antigene e, di conseguenza, la variabilità dell‟andamento prognostico della 

malattia. 

In tale contesto si inserisce il presente progetto di ricerca incentrato sullo studio degli effetti 

della stimolazione in vitro del BCR delle cellule B di LLC, nel tentativo sia di rilevare la 

presenza di differenze funzionali a carico del recettore, che di correlare tali differenze alle 

caratteristiche biologiche e cliniche di natura prognostica dei pazienti in esame. Sono stati 

inclusi nello studio pazienti affetti da LLC a diversa prognosi, non precedentemente esposti 

ad alcuna terapia antitumorale. La funzionalità del BCR è stata esaminata mediante 

stimolazione delle cellule B leucemiche con anticorpi anti-IgM e anti-IgD, diretti contro la 

porzione costante della catena pesante delle molecole immunoglobuliniche a isotipo μ e δ, 

componenti del complesso recettoriale B linfoide. Quindi, i campioni stimolati e non, sono 

stati analizzati e confrontati in termini di modulazione del profilo di espressione genica, 

variazione dell‟attività proliferativa e apoptotica e, infine, alterazione delle proprietà 

citoscheletriche.  

L‟obiettivo finale del suddetto studio è rappresentato dall‟opportunità di esaminare l‟influenza 

della reattività del BCR neoplastico sull‟andamento clinico eterogeneo della malattia e 

identificare quei pazienti affetti da LLC che potrebbero beneficiare di un approccio 
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terapeutico innovativo basato sull‟inibizione farmacologica della segnalazione del BCR. Si 

potrebbe così ottenere un doppio beneficio garantendo l‟interruzione sia delle vie antigene-

dipendenti che indipendenti indispensabili per la sopravvivenza e crescita del clone maligno.  
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2. MATERIALI E METODI 

 

2.1 Pazienti 

  

Nel nostro studio sono stati inclusi 48 pazienti affetti da LLC, seguiti presso la Sezione di 

Ematologia del Dipartimento di Biotecnologie Cellulari ed Ematologia dell‟Università degli 

studi di Roma “Sapienza”. I pazienti in esame non sono stati sottoposti ad alcuna terapia 

antileucemica al momento e durante il corso dello studio e il prelievo dei campioni di sangue 

periferico e le analisi biologiche sono state eseguite previo consenso informato fornito da 

ciascuno di loro in accordo con la Dichiarazione di Helsinki. La diagnosi di LLC è stata 

effettuata attraverso l‟identificazione, nel sangue venoso periferico di ciascun paziente, di una 

quantità di linfociti superiore a 5x10
9
/L con una morfologia e immunofenotipo caratteristici di 

LLC (CD5
+
CD20

+
CD23

+
CD22

+
sIg

±
CD10

-
). Sono state eseguite nei pazienti studiati analisi di 

routine quali: la valutazione dello stato mutazionale dei geni IgHV [16]; l‟analisi 

citofluorimetrica dell‟espressione della proteina ZAP-70 [26] e dell‟antigene CD38 [24]; 

l‟analisi FISH (ibridazione in situ fluorescente) per l‟identificazione delle aberrazioni 

citogenetiche coinvolgenti le regioni 11q22-23, 13q14, 6q21, 17p13 e la trisomia 12, e il 

sequenziamento del gene TP53 [16].  

 

 

2.2 Isolamento e coltura delle cellule mononucleate dei pazienti affetti da LLC 

 

Le cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) dei pazienti affetti da LLC sono state 

ottenute mediante separazione su gradiente di densità (Lymphoprep; Nycomed Pharma, Oslo, 

Norway) e coltivate a 37 C in atmosfera umidificata con un tasso di CO2 pari al 5%, in 

terreno colturale RPMI 1640 (Cambrex Bio Science Verviers, Belgium) addizionato con 10% 

di siero fetale bovino (FBS, HyClone, South Logan, UT), 1% di L-glutammina (EuroClone, 

Europe) e 1% di Pen-Strepto (EuroClone, Europe). La vitalità cellulare di ciascun campione è 

stata determinata attraverso l‟impiego del Trypan Blue (Sigma-Aldrich CO. St. Louis, USA) 

ed è risultata essere superiore al 95% in tutti i casi esaminati. 

 

 

2.3 Separazione magnetica delle cellule B leucemiche CD19
+ 

dei pazienti affetti da LLC 

  

Le cellule B leucemiche dei pazienti affetti da LLC sono state isolate dal resto delle PBMC 

mediante Separazione Cellulare Magnetica (MACS; Miltenyi Biotec), una metodica basata 

sull‟impiego di un kit di Isolamento Immunomagnetico che permette di separare cellule 
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altamente purificate sfruttando l‟espressione di marcatori antigenici specifici, presenti sulla 

superficie cellulare. Nel caso dei linfociti B, la separazione al MACS è stata effettuata 

attraverso una selezione positiva delle cellule B neoplastiche CD19
+
 mediante l‟uso di 

specifici anticorpi anti-CD19 coniugati a biglie magnetiche (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, 

USA). Successivamente all‟isolamento immunomagnetico, la purezza delle cellule ottenute è 

stata valutata mediante analisi citofluorimetrica. Le cellule CD19
+
 isolate sono state marcate 

per 20 min a 4°C in PBS privo di ioni Ca
2+

 e Mg
2+

 (DPBS, Cambrex Bio Science Verviers, 

Belgium), con i seguenti mAbs: CD20FITC, CD5PE, CD3PerCP (Becton Dickinson, 

Mountain View, CA, USA), al fine di distinguere la popolazione d‟interesse, 

CD20
+
CD5

+
CD3

-
, e identificare l‟eventuale presenza di linfociti T contaminanti CD20

-

CD3
+
CD5

+/-
. In tutti gli esperimenti sono stati utilizzati isotipi aspecifici di Immunoglobuline 

(IgG1, IgG2), coniugati con FITC, PE e PerCP, come controllo negativo. L‟acquisizione dei 

dati è avvenuta mediante l‟utilizzo di un citofluorimetro FACScan e la loro analisi è stata 

realizzata utilizzando il programma CellQuest (Becton Dickinson). 

 

 

2.4 Stimolazione delle cellule B leucemiche CD19
+ 

 

Per la stimolazione, le cellule B leucemiche purificate sono state coltivate in piastre da 96 

pozzetti a fondo ad U. Prima di allestire la coltura, le piastre impiegate per la stimolazione 

sono state preparate in modo da formare sul fondo di ciascun pozzetto, un monostrato di 

anticorpi anti-IgG su cui far successivamente adsorbire le cellule. A tale scopo una soluzione 

di PBS e di anticorpi anti-IgG (Sigma-Aldrich CO, St Louis, MS) ad una concentrazione 

finale pari a 50 μg/ml è stata aggiunta ad ogni pozzetto e la piastra è stata incubata a +4°C per 

tutta la notte. Il giorno successivo, il PBS è stato rimosso accuratamente, evitando di intaccare 

il monostrato di anticorpi anti-IgG e le cellule B CD19
+
 sono state piastrate ad una 

concentrazione di 5×10
5
 per pozzetto in RPMI completo. La stimolazione del BCR è stata 

indotta aggiungendo a ciascun pozzetto della piastra anticorpi anti-IgM o anti-IgD (Sigma-

Aldrich), diretti rispettivamente contro la porzione costante della catena pesante delle sIgM e 

delle sIgD, entrambi ad una concentrazione finale di 10 μg/ml. 

 

 

2.5 Estrazione dell’RNA e analisi del profilo di espressione genica 

 

Dopo 24 e 48 h di incubazione, le cellule stimolate (S) e non stimolate (NS) sono state lisate e 

l‟RNA totale è stato estratto utilizzando il reagente Trizol (Life Technologies, Grand Island, 
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NY). Per determinare il profilo di espressione genica sono stati impiegati i chips HGU133 

Plus 2.0 (Affymetrix, Santa Clara, CA). Il protocollo seguito è disponibile su 

“http://www.affymetrix.com/support/technical/manual/expressionmanual.affx”. 

 

 

2.6 Analisi del ciclo cellulare 

 

I cambiamenti nella distribuzione del ciclo cellulare delle cellule B leucemiche S e NS sono 

stati valutati, a 24 e 48 h di coltura, mediante l‟impiego della tecnica dell‟Arancio di Acridina 

(AO). La percentuale di cellule in fase G0, G1, S, G2M e il contenuto medio di RNA delle 

cellule in fase G0/1 sono stati determinati misurando simultaneamente il contenuto cellulare 

totale di DNA e RNA [91]. L‟analisi citofluorimetrica è stata effettuata utilizzando un 

citofluorimetro FACSCan (Becton Dickinson) a 488 nm, allo scopo di rilevare la fluorescenza 

verde (F530-DNA) e rossa (F>620-RNA). L‟acquisizione e l‟analisi dei dati sono state 

eseguite mediante il software CellQuest (Becton Dickinson). L‟analisi della distribuzione del 

ciclo cellulare è stata effettuata mediante il software ModFit LT (Verity Software House, 

Topsham, ME). 

 

 

2.7 Saggio di proliferazione 

 

Per valutare l‟attività proliferativa delle cellule B neoplastiche S e NS, per ciascun paziente, 

5×10
5
 cellule B CD19

+
 sono state piastrate in triplicato in piastre da 96 pozzetti a fondo ad U 

e coltivate a 37° C in atmosfera umidificata al 5% di CO2, per 24 e 48 h, in presenza e assenza 

di anticorpi anti-IgM o anti-IgD. Allo scadere della coltura, le cellule sono state incubate con 

1 μCi di timidina triziata ([3H]timidina) (Amersham, Arlington Heights, IL) per 18 h e la 

lettura della radioattività è stata effettuata mediante l‟utilizzo di un beta-counter (Packard 

Bioscience, Groningen, The Netherlands). I risultati sono espressi come media dei colpi per 

minuti (Cpm) ± deviazione standard. 

 

 

2.8 Analisi del tasso apoptotico  

 

Lo studio dell‟apoptosi delle cellule B leucemiche S e NS è stato effettuato attraverso 

l‟impiego di due differenti metodiche. Nel primo caso, dopo 24 h di coltura in presenza e 

assenza di stimolazione con anticorpi anti-IgM e anti-IgD, le cellule B leucemiche sono state 

marcate per 10 min al buio e a temperatura ambiente con Annexina-V FITC e Ioduro di 
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Propidio (Immunotech Research, Quebec, Canada), entrambi alla concentrazione finale di 1 

g/ml, in Binding buffer 1x (Binding buffer 10x: 100mM HEPES/NaOH pH 7.5; 1.4M NaCl, 

25mM CaCl2). Dopo la marcatura, le cellule apoptotiche sono state determinate mediante 

citometria a flusso e i dati analizzati utilizzando il software CellQuest (Becton Dickinson). 

Nel secondo caso, l‟apoptosi è stata misurata sia a 24 che 48 h di coltura valutando il sub 

picco G0/1 sugli istogrammi delle frequenze di DNA ottenuti mediante la tecnica dell‟AO, 

che misura il tasso di cellule apoptotiche tenendo conto della minore colorabilità degli 

elementi apoptotici in fluorescenza verde (F530-DNA) associata ad una aumentata 

colorabilità in fluorescenza rossa (F>620-RNA), evento conseguente al fenomeno della 

condensazione cromatinica. 

 

 

2.9 Analisi statistica per gli studi di proliferazione e apoptosi 

 

I dati sono analizzati statisticamente mediante l‟utilizzo del metodo “Student‟s t test”. I 

risultati sono espressi come media ± deviazione standard. 

 

 

2.10 Visualizzazione dell’actina intracitoplasmatica 

 

Per valutare la presenza di eventuali cambiamenti citoscheletrici nelle cellule B CD19
+
 di 

LLC, dopo stimolazione con anticorpi anti-IgM e anti-IgD, è stata impiegata la Falloidina, un 

veleno che lega ad alta affinità l‟actina filamentosa (F-actina). Le cellule sono state raccolte ai 

diversi tempi di studio, quali 24 e 48 h, ed è stato effettuato un test di marcatura 

intracitoplasmatica basato sull‟utilizzo del kit di permeabilizzazione “Fix & Perm” (Caltag 

Laboratories Burlingame, USA). Per la marcatura i campioni d‟interesse sono stati incubati in 

presenza di 100 μl di reagente A (medium di fissazione) per 15 min al buio a temperatura 

ambiente. Terminata l‟incubazione, dopo opportuno lavaggio in PBS, ai campioni sono stati 

aggiunti 100 μl di reagente B (medium di permeabilizzazione) e 50 μg/ml di Falloidina e 

ciascun campione è stato incubato per 25 min, in agitazione continua, a temperatura ambiente. 

A questo punto, un‟aliquota delle cellule B CD19
+
, raccolta ai diversi tempi di studio, è stata 

analizzata mediante citometria a flusso. La percentuale di espressione dell‟actina all‟interno 

dei diversi campioni S e NS è stata, in tal caso, riportata come Intensità Media di 

Fluorescenza (MIF), espressa come rapporto tra la fluorescenza del campione e quella 

dell‟isotipo usato per la marcatura. L‟aliquota cellulare residua è stata invece ulteriormente 

marcata per 5 min al buio, con 4‟,6Diamidino-2-fenilindolo cloridrato (DAPI), un colorante 
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fluorescente impiegato per la colorazione nucleare. Al termine dei 5 min di incubazione con il 

DAPI, la localizzazione intracellulare dell‟actina e gli eventuali cambiamenti citoscheletrici 

delle cellule B leucemiche S e NS dei pazienti affetti da LLC sono stati visualizzati attraverso 

l‟utilizzo del microscopio a fluorescenza ad un ingrandimento 100X.  
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3. RISULTATI 

 

3.1 Analisi del profilo di espressione genica delle cellule B neoplastiche di pazienti affetti 

da LLC dopo stimolazione del BCR 

 

Allo scopo di analizzare la funzionalità del BCR, sono stati in primo luogo valutati dal gruppo 

di studio del Profilo di Espressione Genica del nostro laboratorio, gli effetti della stimolazione 

recettoriale, effettuata per 24 e 48 h mediante l‟impiego di anticorpi anti-IgM e anti-IgD, sulla 

modulazione dell‟espressione genica dei campioni primari di cellule B leucemiche CD19
+
, 

isolate da pazienti affetti da LLC. I profili di espressione genica dei campioni stimolati (S) e 

non stimolati (NS) sono stati poi confrontati in relazione allo stato dei geni IgHV e 

all‟andamento clinico della malattia, al fine di valutare eventuali differenze nei diversi 

sottogruppi, e correlare la reattività del BCR leucemico alle caratteristiche prognostiche dei 

pazienti in esame.  

Nel caso della stimolazione dell‟isotipo recettoriale M, gli studi di espressione genica sono 

stati eseguiti su un totale di 10 pazienti: 5 caratterizzati da una configurazione IgHV non 

mutata e una malattia in progressione (C.C., B.A.M., S.P., P.A., P.G.) e 5 da una 

configurazione IgHV mutata e una malattia stabile (D.M.A., F.A., U.R., P.G., N.C.). L‟analisi 

del profilo di espressione genica effettuata mediante un approccio “supervised” ha 

evidenziato, esclusivamente nei casi di LLC non mutata e in progressione la presenza di 197 

geni differenzialmente espressi tra il controllo NS e il campione S, a seguito del trattamento 

con anticorpi anti-IgM. Sono stati osservati deregolati principalmente geni per proteine 

implicate nell‟attivazione e nella trasmissione del segnale tramite il complesso del BCR, tra i 

quali: geni coinvolti nella trasduzione del segnale (DUSP-2/4/6, SYK, CXCR4); geni per 

fattori di trascrizione (EGR-1/2/3, CHES1, NEDD9); geni per regolatori del metabolismo 

cellulare (LDHB, HSP90AB1, ATP2A3), del ciclo cellulare (CCND2, CDK4, PTPN6) e 

dell‟organizzazione del citoscheletro (ACTB, ACTG1, K-ALPHA1). L‟espressione delle IgM 

di superficie, positiva in tutti i campioni esaminati, è apparsa invariata in seguito alla 

stimolazione del BCR, mostrando, indipendentemente dalle caratteristiche prognostiche, 

valori di espressione più elevati nei casi maggiormente responsivi, a sostegno della stretta 

correlazione tra la risposta cellulare e la densità di superficie del suddetto isotipo recettoriale.  

Diversamente da quanto osservato nei casi di LLC caratterizzati da fattori biologici e clinici di 

prognosi infausta, il confronto del profilo di espressione genica delle cellule S e NS 

appartenenti a pazienti con LLC a configurazione IgHV mutata e andamento clinico stabile, 

non ha evidenziato alcuna differenza di espressione realmente significativa, evidenziando un 
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comportamento anergico, almeno in termini di modulazione genica, alla stimolazione 

dell‟isotipo M del BCR neoplastico. Risultati paragonabili sono stati osservati nelle 2 diverse 

sottocategorie esaminate a 48 h dalla stimolazione con anticorpi anti-IgM. 

Nel caso della stimolazione dell‟isotipo recettoriale D è stato incluso un numero complessivo 

di 11 pazienti: 4 caratterizzati da una configurazione IgHV non mutata e una malattia in 

progressione (G.V., A.G., G.P., P.G.); 3 da una configurazione IgHV mutata e una malattia 

progressiva (F.A., V.C.; S.D.) e 4 da una configurazione IgHV mutata e una malattia stabile 

(F.F., M.C., M.M.L., M.M.). L‟analisi “supervised” a 24 h ha rivelato, in tale ambito, la 

presenza di 287 geni differenzialmente espressi tra il controllo NS e il campione S. Tra le 

categorie funzionali più rappresentate all‟interno delle classi geniche, modulate in massima 

parte negativamente, è stata riscontrata, anche in tal caso, la risposta alla stimolazione del 

BCR in termini di attivazione e trasmissione del segnale a valle. In particolare è risulta 

deregolata l‟espressione di geni codificanti fattori implicati nella trasduzione del segnale 

(ANXA6, RGS14, ANXA6) e nel processo di trascrizione genica (CEBPB, POU2F2, 

FOXP1). Sono apparsi downregolati anche geni coinvolti nel differenziamento (SYK, 

CD79A/B, CD27, CD24) e nella regolazione della morte cellulare programmata (CEBPβ/δ, 

TP53INP1, CD24, CD27, CD74). Risultati paragonabili in termini di modulazione genica 

globale, indipendente dalla sottocategoria di pazienti esaminata, sono stati osservati anche a 

48 h dalla stimolazione con anticorpi anti-IgD, nonostante, in tal caso, sia stato rivelato un 

cambiamento nella tipologia di modulazione genica e geni interessati. Infatti, a 48 h dalla 

stimolazione recettoriale, dei 229 geni differenzialmente espressi tra campioni NS e S, la 

maggior parte dei geni è risultata upregolata (172/229, 75.1%) piuttosto che downregolata 

(58/229; 25.0%). I geni maggiormente interessati dalla stimolazione con anticorpi anti-IgD a 

48 h sono risultati coinvolti soprattutto nel controllo dell‟espressione genica e nel 

metabolismo degli RNA ma anche nel ciclo cellulare e nella sua regolazione, nella biosintesi 

delle macromolecole, nel metabolismo degli aminoacidi e acidi carbossilici e, infine, nel 

processo di traduzione.  

I dati ottenuti complessivamente dall‟analisi del profilo di espressione genica sottolineano che 

le cellule neoplastiche isolate da pazienti affetti da LLC, possono esibire un comportamento 

diverso, in seguito alla stimolazione in vitro del BCR, sia in relazione all‟isotipo recettoriale 

M o D interessato, che ai fattori prognostici. In particolare, la stimolazione dell‟isotipo M si 

associa alla modulazione, prevalentemente positiva, di geni correlati all‟induzione di stimoli 

attivatori di tipo proliferativo, mentre quella dell‟isotipo D, alla modulazione, sia negativa che 

positiva, di geni coinvolti nel controllo della proliferazione, dell‟apoptosi, del 
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differenziamento e della sintesi proteica. Nel caso della stimolazione con anticorpi anti-IgM 

solo i casi di LLC caratterizzati da fattori di prognosi infausta appaiono responsivi, un dato a 

sostegno del ruolo del BCR nell‟espansione e progressione della malattia. Al contrario, tutti i 

campioni di LLC indipendentemente dai fattori prognostici, manifestano una responsività, in 

termini di modulazione genica, alla stimolazione con anticorpi anti-IgD, a supporto di un 

ruolo più marginale di tale isotipo recettoriale nell‟influenzare l‟andamento della malattia.  

 

 

3.2 Effetti della stimolazione del BCR delle cellule B neoplastiche di LLC sulla 

modulazione del ciclo cellulare 

 

Allo scopo di confermare a livello funzionale le indicazioni ottenute dallo studio del profilo di 

espressione genica, sono stati in primo luogo esaminati gli effetti della stimolazione del BCR 

sui cambiamenti nella distribuzione delle cellule B CD19
+
 di LLC, all‟interno delle varie fasi 

del ciclo cellulare. I campioni leucemici primari sono stati stimolati per 24 e 48 h con 

anticorpi anti-IgM e anti-IgD e l‟analisi del ciclo cellulare è stata effettuata mediante 

l‟impiego della tecnica dell‟Arancio di Acridina (AO). Come mostrato nelle Figure 5 e 6, la 

stimolazione recettoriale dell‟isotipo M esaminata nei diversi sottogruppi di LLC distinti in 

base allo stato mutazionale e all‟andamento clinico della malattia, si associa all‟induzione di 

una considerevole attività proliferativa esclusivamente nei casi caratterizzati da una 

configurazione IgHV non mutata e una malattia in progressione. Nei casi IgHV non mutati 

(11 pazienti) è stato, infatti, rilevato un incremento medio significativo della percentuale di 

cellule in fase G1 del ciclo cellulare dallo 0.9% ± 1.1% nei campioni NS al 7.5% ± 3.9%, 

dopo 24 h di stimolazione (P=0.037), e dal 2.7% ± 2.4% nei campioni NS al 15.3% ± 6.7%, 

dopo 48 h di stimolazione (P=0.010). Allo stesso modo, nei casi di LLC in progressione (13 

pazienti), la percentuale di cellule in fase G1 del ciclo cellulare pre- e post-stimolazione è 

risultata pari a 0.8% ± 1.1 vs 6.3% ± 4.5% a 24h (P=0.040) e a 2.2% ± 1.0% vs 12.1% ± 6.1% 

a 48 h (P=0.014). Al contrario, nei casi di LLC caratterizzati da una configurazione IgHV 

mutata (8 pazienti) e una malattia stabile (6 pazienti) è stata osservata una resistenza alla 

progressione del ciclo cellulare indotta dalla stimolazione con anticorpi anti-IgM, evidenziata 

dalla presenza di percentuali pressoché identiche di cellule B leucemiche in fase G1 del ciclo 

cellulare nei campioni NS e S, quali: 0.7% ± 1.1% vs 1.2% ± 1.7% a 24 h e 0.5% ± 0.8% vs 

0.7% ± 0.8% a 48 h, nel primo caso e 0.9% ± 1.2% vs 1.6% ± 1.8% a 24 h e 0.6% ± 0.9% vs 

0.8% ± 1.1% a 48 h, nel secondo caso.  
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a) 

 

 

b)

 

 

 

Figura 5. Analisi del ciclo cellulare pre- e post- 24 e 48 h di stimolazione con anticorpi anti-IgM nei campioni di 

LLC a configurazione IgHV non mutata (a) e in progressione di malattia (b). 
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a) 

 

 

b) 

 

 

 

Figura 6. Analisi del ciclo cellulare pre- e post- 24 e 48 h di stimolazione con anticorpi anti-IgM nei campioni di 

LLC a configurazione IgHV mutata (a) e malattia stabile (b).  
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A differenza della stimolazione con anticorpi anti-IgM, l‟impiego di anticorpi anti-IgD non si 

associa ad alcuna significativa progressione in fase G1 del ciclo cellulare, indipendentemente 

dallo stato mutazionale dei geni IgHV e dallo stato clinico della malattia. A 24 h la 

percentuale di cellule in fase G1 del ciclo cellulare, nei campioni NS e S, è risultata infatti 

essere pari a 0.9% ± 1.1% vs 0.8% ± 0.9% nei campioni a configurazione IgHV non mutata 

(11 pazienti); a 0.8% ± 1.1% vs 0.7% ± 0.9% nei campioni di LLC in progressione (13 

pazienti); a 0.7% ± 1.1% vs 0.7% ± 0.8% nei campioni a configurazione IgHV mutata (8 

pazienti) e infine a 0.9% ± 1.2% vs 1.0% ± 0.9% nei campioni di LLC stabile (6 pazienti) 

[Figura 7]. Valori pressoché identici sono stati osservati dopo 48 h di stimolazione con 

anticorpi anti-IgD (dati non mostrati).  

Complessivamente, i risultati ottenuti dimostrano, in linea con quelli relativi al profilo di 

espressione genica, come la stimolazione del BCR delle cellule B di LLC possa avere effetti 

differenti, in termini di avanzamento nel ciclo cellulare, a seconda dell‟isotipo recettoriale 

interessato, suggerendo l‟esistenza di funzioni cellulari isotipo-specifiche all‟interno dei 

linfociti B leucemici. In secondo luogo, i dati emersi in merito alla stimolazione dell‟isotipo 

recettoriale M hanno permesso di rilevare l‟esistenza di un‟associazione tra le capacità 

proliferative delle cellule B di LLC e i fattori biologici e clinici di prognosi infausta quali: lo 

stato non mutato dei geni IgHV e l‟andamento progressivo della LLC, rafforzando la tesi del 

ruolo della stimolazione recettoriale nel sostegno delle forme più aggressive della malattia.  

 

 

3.3 Studio dell’attività proliferativa delle cellule B neoplastiche di LLC dopo 

stimolazione del BCR  

 

In base ai risultati ottenuti dall‟analisi del profilo di espressione genica e dall‟esame dei 

cambiamenti nella distribuzione del ciclo cellulare, il passo successivo dello studio è stato 

quello di verificare gli effetti della stimolazione con anticorpi anti-IgM e anti-IgD, sulle 

capacità proliferative delle cellule B CD19
+
 di LLC. A tal proposito i campioni primari di 

LLC sono stati stimolati per 24 e 48 h ed è stato eseguito un saggio di proliferazione. Tale 

saggio consente di determinare indirettamente il tasso proliferativo cellulare, attraverso la 

valutazione del grado di incorporazione della [3H]timidina, un precursore nucleotidico 

radioattivo che viene normalmente introdotto esclusivamente nel DNA di cellule proliferanti. 

Il confronto tra i due sottogruppi di LLC distinti in base allo stato mutazionale dei geni IgHV 

ha rivelato un incremento dei livelli di incorporazione della [3H]timidina esclusivamente nei 

casi di LLC caratterizzati da una configurazione IgHV non mutata (18 pazienti). 
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a) 

 

 

b) 

 

 

Figura 7. Analisi del ciclo cellulare pre- e post- 24 h di stimolazione con anticorpi anti-IgD nei campioni di LLC 

a configurazione IgHV non mutata e in progressione di malattia (a) e nei campioni di LLC a configurazione 

IgHV mutata e malattia stabile (b).  
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In tali campioni l‟incorporazione di [3H]timidina, a 24 e 48 h dalla stimolazione, è risultata 

aumentata rispettivamente di 1.6 e 1.8 volte rispetto al controllo NS. A 24 h è stato, infatti, 

rilevato un valore medio di Cpm pari a 174.0 ± 112.8 nei campioni IgHV non mutati NS e 

285.1 ± 168.4 in quelli S, mentre a 48 h il valore medio di Cpm è risultato equivalente a 303.0 

± 136.9 in assenza di stimolazione e 552 ± 115.9 dopo stimolazione [Figura 8a]. Al contrario, 

nessuna variazione significativa dell‟attività proliferativa è stata osservata, sia 24 che a 48 h 

dalla stimolazione, nelle cellule NS e S dei pazienti IgHV mutati analizzati (10 pazienti). Tali 

casi si comportano quindi manifestando una risposta anergica alla stimolazione dell‟isotipo M 

recettoriale. Nelle forme di LLC IgHV mutata il valore medio dei Cpm è risultato infatti pari a 

130.9 ± 49.2 nei campioni NS e 156.5 ± 86.2 in quelli S (Fold di incremento=1.2) a 24 h, e a 

211.3 ± 104.5 nel controllo NS e 239.6 ± 133.7 nei campioni S (Fold di incremento=1.1) a 48 

h [Figura 8b]. In accordo con la stretta associazione tra lo stato mutazionale dei geni IgHV e 

la prognosi della LLC, risultati simili sono stati ottenuti confrontando gli effetti della 

stimolazione dell‟isotipo M in rapporto all‟andamento clinico della malattia. Nei campioni di 

LLC in progressione (19 pazienti; 2 IgHV mutati e 17 IgHV non mutati) è stato infatti 

rilevato, a 24 e 48 h dalla stimolazione, un incremento del tasso proliferativo pari a 1.5 

(Valori medi Cpm: 161.8 ± 122.8 vs 236.6 ± 179.4) e 1.7 (Valori medi Cpm: 309.0 ± 167.4 vs 

535.0 ± 115.3) volte rispetto al controllo [Figura 9a]. Al contrario, nei campioni di LLC 

stabile (7 pazienti; 7/7 IgHV mutati), è stata evidenziata la presenza di un tasso proliferativo 

pressoché identico pre- e post-stimolazione (Valori medi Cpm: 129.1 ± 18.1 vs 144.8 ± 71.2 a 

24 h, Fold di incremento=1.1 e 199.8 ± 106.7 vs 240.6 ± 106.9, Fold di incremento=1.2 a 48 

h) [Figura 9b]. 

Diversamente da quanto osservato in merito all‟impiego di anticorpi anti-IgM, ma in accordo 

con i dati relativi all‟analisi del ciclo cellulare, la stimolazione dell‟isotipo recettoriale D è 

apparsa associata a una riduzione piuttosto che a un aumento del tasso proliferativo delle 

cellule B di LLC. Tale effetto è risultato inoltre indipendente sia dallo stato mutazionale dei 

geni IgHV che dall‟andamento clinico della malattia. I risultati del saggio di proliferazione 

hanno, infatti, evidenziato, a 24 e 48 h dalla stimolazione, un abbassamento dei Cpm pari a 

1.6 e 1.4 volte rispetto al controllo NS, nei campioni IgHV non mutati (11 pazienti). In 

particolare, sono stati osservati in tale gruppo valori medi rispettivi pre- e post-stimolazione di 

215.4 ± 122.8 vs 134.9 ± 59.3 e 354.1 ± 153.4 vs 251.7 ± 174.9 [Figura 10a]. 
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a) 
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Figura 8. Analisi dell‟attività proliferativa dei campioni di LLC a configurazione IgHV non mutata (a) e IgHV 

mutata (b), pre- e post- 24 e 48 h di stimolazione con anticorpi anti-IgM. 
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a) 

 

 

b) 

 

 

 

Figura 9. Analisi dell‟attività proliferativa dei campioni di LLC caratterizzati da una malattia progressiva (a) e 

stabile (b), pre- e post- 24 e 48 h di stimolazione con anticorpi anti-IgM. 
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Allo stesso modo, nei campioni IgHV mutati (7 pazienti), il valore medio di Cpm dopo 24 e 

48 h di stimolazione, è risultato diminuito in ambo i casi di 1.4 volte rispetto al controllo 

(Valori medi Cpm 24 h; 158.7 ± 28.1 vs 113.6 ± 63.9; Valori medi Cpm 48 h; 278.4 ± 91.8 vs 

191.6 ± 100.6) [Figura 10b]. Infine, nei campioni di LLC isolati da pazienti con malattia in 

progressione (13 pazienti; 3 IgHV mutati e 10 IgHV non mutati) è stata osservata una 

riduzione del tasso proliferativo di 1.4 volte (187.5 ± 112.1 vs 137.9 ± 77.4) a 24 h e 1.4 volte 

(319.6 ± 167.5 vs 232.7 ± 172.9) a 48 h rispetto al controllo NS e in quelli isolati da pazienti 

con malattia stabile (4 pazienti; 4/4 IgHV mutati) di 1.4 volte (145.5 ± 16.6 vs 104.2 ± 28.2) e 

1.3 volte (236.6 ± 102.9 vs 180.1 ± 106.8), rispettivamente [Figura 11]. 

I dati ottenuti in tale ambito, in linea con quanto osservato in merito all‟avanzamento nel ciclo 

cellulare, confermano la possibilità di modulare la risposta delle cellule B di LLC alla 

stimolazione del BCR attraverso la scelta dell‟isotipo recettoriale coinvolto nella trasmissione 

della segnalazione a valle, evidenziando l‟abilità dei due isotipi M e D di mediare effetti 

diametralmente opposti. Inoltre rafforzano l‟ipotesi dell‟esistenza di un‟associazione tra la 

risposta alla stimolazione dell‟isotipo recettoriale M e i parametri di prognosi sfavorevole, 

avvalorando la tesi secondo la quale le differenze nella composizione e struttura del recettore 

possano influenzare il comportamento delle cellule B leucemiche a seguito dell‟incontro con 

l‟antigene e, di conseguenza, la variabilità dell‟andamento della malattia. 

 

 

3.4 Valutazione degli effetti della stimolazione del BCR delle cellule B neoplastiche di 

LLC sulla modulazione del processo apoptotico 

  

Per comprendere se gli effetti proliferativi indotti dalla stimolazione con anticorpi anti-IgM 

nei campioni di LLC IgHV non mutata e di LLC progressiva potessero essere associati ad una 

attività citoprotettiva e se, al contrario, la riduzione del tasso proliferativo nei campioni 

stimolati con anticorpi anti-IgD potesse dipendere dall‟attivazione del processo di morte 

cellulare, le cellule B leucemiche sono state stimolate per 24 e 48 h con anticorpi anti-IgM e 

anti-IgD e l‟analisi del ciclo cellulare è stata effettuata mediante l‟impiego delle tecniche 

dell‟Annexina V e dell‟Arancio di Acridina (AO). A sostegno della prima ipotesi, l‟analisi dei 

risultati relativi alla stimolazione dell‟isotipo recettoriale M ha evidenziato nei campioni di 

LLC caratterizzati da uno stato IgHV non mutato e una malattia in progressione, un 

incremento non significativo o, in alcuni casi un decremento, del tasso apoptotico dopo 

esposizione ad anticorpi anti-IgM.  
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Figura 10. Analisi dell‟attività proliferativa dei campioni di LLC a configurazione IgHV non mutata (a) e IgHV 

mutata (b), pre- e post- 24 e 48 h di stimolazione con anticorpi anti-IgD. 
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a) 
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Figura 11. Analisi dell‟attività proliferativa dei campioni di LLC caratterizzati da una malattia progressiva (a) e 

stabile (b), pre- e post- 24 e 48 h di stimolazione con anticorpi anti-IgD. 
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A 24 h, nei casi IgHV non mutati (10 pazienti) sono stati, infatti, osservati livelli medi di 

apoptosi pari a 25.2% ± 14.7% nelle cellule NS e a 28.7% ± 11.6% in quelle S (Incremento 

apoptosi: 1.1 volte). Allo stesso modo, i campioni di LLC in progressione (14 pazienti: 4 

IgHV mutati e 10 IgHV non mutati) presentavano livelli di apoptosi del 30.5% ± 15.5% pre- e 

del 31.7% ± 12.3% post-stimolazione (Incremento apoptosi: 1.04 volte). Questi dati sono stati 

ulteriormente corroborati dall‟analisi dei livelli apoptotici effettuata a 48 h dalla stimolazione 

recettoriale, che ha evidenziato la persistenza di valori pressoché identici di cellule 

apoptotiche in entrambe le sottoclassi (Campioni IgHV non mutati: 24.4% ± 14.5% vs 31.7% 

± 22.6%, Incremento apoptosi: 1.2 volte; Campioni di LLC in progressione: 25.6% ± 13.4% 

vs 34.2% ± 21.1%, Incremento apoptosi: 1.3) [Figura 12a]. Al contrario, la stimolazione 

dell‟isotipo M induce una sensibilizzazione nei confronti del processo apoptotico nei casi di 

LLC a configurazione IgHV mutata e malattia stabile, evidenziabile già a 24 h. Nei campioni 

IgHV mutati (12 pazienti) è stata, infatti, rilevata una percentuale media di cellule Annexina 

V
+
, dopo 24 e 48 h di stimolazione, rispettivamente pari a 41.8% ± 8.5% e 54.1% ± 12.2% 

contro un tasso apoptotico basale del 26.3% ± 8.6% e 39.4% ± 7.9% (Incremento apoptosi di 

1.6 volte a 24 h e 1.4 a 48 h; P=0.004), rispettivamente. Ugualmente, i livelli apoptotici 

caratteristici delle cellule B di pazienti affetti da LLC stabile (8 pazienti: 8/8 IgHV mutati) 

sono apparsi incrementati di 1.6 (25.0% ± 7.4% vs 40.8% ± 9.5%) e 1.5 (41.1% ± 9.5% vs 

59.9 % ± 13.2%) volte ai due tempi di stimolazione (P=0.006) [Figura 12b]. I risultati 

complessivi ottenuti mediante la tecnica dell‟Annexina V, nelle 4 sottoclassi di pazienti 

distinti in base allo stato mutazionale dei geni IgHV e all‟andamento clinico della malattia, 

sono stati ulteriormente confermati da quelli conseguiti con la tecnica dell‟AO. Il crosslinking 

delle sIgM è risultato in grado di indurre un incremento non significativo o un decremento 

della percentuale di cellule in fase subG0/1 nei casi IgHV non mutati e/o progressivi, 

contrariamente ai casi IgHV mutati stabili, in cui è stato osservato un incremento della 

percentuale di cellule in fase subG0/1, proporzionalmente all‟aumento del tasso apoptotico 

(dati non mostrati).  

Anche in termini di induzione del processo apoptotico il comportamento delle cellule B 

leucemiche in risposta alla stimolazione dell‟isotipo recettoriale D è apparso differente 

rispetto a quello osservato in seguito alla stimolazione dell‟isotipo recettoriale M.  
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Figura 12. Analisi dei livelli apoptotici pre- e post- 24 e 48 h di stimolazione con anticorpi anti-IgM nei 

campioni di LLC a configurazione IgHV non mutata e in progressione di malattia (a) e nei campioni di LLC a 

configurazione IgHV mutata e malattia stabile (b).  
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L‟incubazione dei linfociti B di LLC con anticorpi anti-IgD è apparsa associata a un aumento 

significativo dei livelli apoptotici in tutte le sottocategorie esaminate, indipendentemente sia 

dallo stato mutazionale dei geni IgHV che dall‟andamento clinico della malattia. A 24 h è 

stato, infatti, rilevato un incremento medio del tasso apoptotico di 1.59 volte nei casi IgHV 

non mutati (11 pazienti; 26.4% ± 13.8% vs 41.9% ± 24.2%, P=0.006); di 1.43 nei casi di LLC 

in progressione (13 pazienti; 29.0% ± 15.6% vs 41.6% ± 21.6%, P=0.002); di 1.49 volte nei 

casi IgHV mutati (8 pazienti; 32.7% ± 13.9% vs 49.0% ± 11.9%, P=0.002) e infine di 1.78 

volte nei casi di LLC stabile (7 pazienti; 29.2% ± 10.4% vs 52.1% ± 14.6%, P<0.0001) 

[Figura 13]. Risultati sovrapponibili sono stati ottenuti a 48 h, in cui il tasso di incremento del 

processo apoptotico è risultato, nelle 4 sottoclassi, rispettivamente pari a 2.07 (P=0.0014), 

1.98 (P=0.00015), 2.10 (P<0.0001) e 2.22 (P=0.0004) volte.  

In conclusione, i dati rilevati in tale ambito dimostrano come la stimolazione dell‟isotipo 

recettoriale M abbia un impatto differenziale sull‟induzione del processo di morte cellulare 

dei linfociti B patologici a seconda delle caratteristiche biologico-cliniche della malattia. Al 

contrario, la stimolazione dell‟isotipo recettoriale D risulta indipendente dalle suddette 

proprietà, rivelando una risposta funzionale comune che suggerisce una dominanza degli 

effetti isotipo-specifici sui fattori prognostici predittivi del comportamento della malattia. 

  

 

 

Figura 13. Analisi dei livelli apoptotici pre- e post- 24 h di stimolazione con anticorpi anti-IgD della totalità dei 

casi di LLC esaminati, distinti in base allo stato mutazionale della regione IgHV (non mutato o mutato) e 

all‟andamento clinico della malattia (progressivo o stabile). 
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3.5 Analisi dei cambiamenti citoscheletrici delle cellule B neoplastiche di LLC dopo 

stimolazione del BCR 

 

I risultati ottenuti dall‟analisi del profilo di espressione genica hanno rivelato, principalmente 

a seguito della stimolazione del BCR neoplastico con anticorpi anti-IgM, una deregolazione 

dei geni coinvolti nell‟organizzazione dell‟actina citoscheletrica e nel controllo della motilità, 

nei campioni di cellule B di LLC a configurazione IgHV non mutata. Per valutare se i 

cambiamenti a livello genico osservati in tale sottogruppo, fossero tradotti anche a livello 

proteico e se, nel caso della stimolazione dell‟isotipo recettoriale D, l‟attivazione delle vie di 

segnalazione a valle del BCR potesse implicare una riorganizzazione del citoscheletro 

indipendente dalla modulazione del pattern di espressione genica, è stata inclusa nel nostro 

studio un‟analisi dei livelli e della localizzazione intracitoplasmatica dell‟actina in forma 

polimerizzata (F-actina). A tale scopo, le cellule B leucemiche isolate da pazienti di LLC con 

differenti caratteristiche prognostiche, sono state stimolate per 24 e 48 h con anticorpi anti-

IgM e anti-IgD quindi, l‟espressione intracellulare dell‟actina è stata valutata attraverso 

analisi citofluorimetrica e espressa come Intensità Media di Fluorescenza (MIF); al contrario, 

la sua visualizzazione intracellulare è stata eseguita mediante l‟utilizzo di un microscopio a 

fluorescenza, dopo marcatura con Falloidina fluoresceinata. 

Nel caso della stimolazione dell‟isotipo recettoriale M, i risultati dell‟analisi citofluorimetrica 

hanno evidenziato a 48 h di trattamento con anticorpi anti-IgM, un incremento dei livelli 

intracitoplasmatici di actina esclusivamente nelle cellule B di LLC a configurazione IgHV 

non mutata (10 pazienti) e in progressione di malattia (12 pazienti: 2 IgHV mutati e 10 IgHV 

non mutati), con valori di MIF pari a 51.50 ± 10.2 nei campioni NS e 81.5 ± 24.2 nei 

campioni S nel primo caso, e a 56.3 ± 21.8 pre- e 66.1 ± 24.9 post-stimolazione, nel secondo 

caso. Viceversa, a 24 h sono stati osservati valori della MIF pressoché costanti nel controllo e 

nel campione S, rispettivamente equivalenti a 92.6 ± 46.0 vs 93.8 ± 43.3 e a 89.7 ± 43.1 vs 

90.4 ± 41.5 [Figura 14]. Nei campioni di LLC a configurazione IgHV mutata e malattia 

stabile (7 pazienti) non è stato invece possibile rilevare, come atteso in relazione ai dati 

ottenuti dallo studio del profilo di espressione genica, nessuna variazione significativa 

nell‟espressione dell‟actina intracitoplasmatica, ad entrambi i tempi di studio. Infatti, in tali 

casi, il valore della MIF a 24 h è risultato pari a 103.7 ± 26.9 nei campioni NS e a 100.6 ± 

29.6 in quelli S, mentre a 48 h a 73.6 ± 13.7 nel controllo e a 69.0 ± 21.9 dopo stimolazione 

[Figura 15].  
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Figura 14. Analisi dei livelli intracitoplasmatici di actina pre- e post- 24 e 48 h di stimolazione con anticorpi 

anti-IgM nei campioni di LLC a configurazione IgHV non mutata (a) e in progressione di malattia (b). I risultati 

dell‟espressione dei livelli di actina sono riportati come MIF. 

 

 

51

82

92

94

0 20 40 60 80 100 120

IgM 24h

CTR 24h

IgM 48h

CTR 48h

56

66

89

90

0 20 40 60 80 100 120

IgM 24h

CTR 24h

IgM 48h

CTR 48h

MIF Actina intracitoplasmatica

C
L

L
 I

g
H

V
 n

o
n

 m
u

ta
te

 (
n

=
1

0
) 

MIF Actina intracitoplasmatica 

C
L

L
 p

ro
g
re

ss
iv

e 
(n

=
1

2
) 



58 

 

Tali risultati sono stati corroborati dalla visualizzazione al microscopio a fluorescenza, 

dell‟actina intracitoplasmatica, che ha evidenziato non solo una riorganizzazione della 

proteina ma anche la formazione di regioni più dense di polarizzazione, solamente in quei 

campioni S di LLC a configurazione IgHV non mutata e in progressione di malattia, in cui era 

stato in precedenza rilevato un cambiamento quantitativo nei livelli di actina [Figura 16].  

Diversamente da quanto osservato con l‟impiego di anticorpi anti-IgM, ma in linea con 

l‟assente modulazione genica di molecole citoscheletriche, la stimolazione con anticorpi anti-

IgD non si traduce nella modulazione dell‟actina, né in termini quantitativi che qualitativi, in 

nessuna delle sottocategorie esaminate. Più precisamente i dati ottenuti dallo studio 

citofluorimetrico rivelano a 24 h, valori della MIF pre- e post-stimolazione di 99.7 ± 60.9 vs 

97.2 ± 56.0 nei casi di LLC IgHV non mutata (5 pazienti); di 93.5 ± 53.2 vs 92.4 ± 50.0 nei 

casi di LLC in progressione (7 pazienti: 2 IgHV mutati e 5 IgHV non mutati) e infine di 78.0 ± 

27.0 vs 80.5 ± 26.5 nei casi di LLC IgHV mutata stabile (2 pazienti). Valori equivalenti sono 

stati osservati a 48 h dalla stimolazione (dati non mostrati). Allo stesso modo, non è stato 

possibile rilevare alcuna tipologia di riorganizzazione citoscheletrica in seguito all‟analisi 

delle cellule B leucemiche al microscopio a fluorescenza. 

 

 

   

 

Figura 15. Analisi dei livelli intracitoplasmatici di actina pre- e post- 24 e 48 h di stimolazione con anticorpi 

anti-IgM nei campioni di LLC a configurazione IgHV mutata e malattia stabile. I risultati dell‟espressione dei 

livelli di actina sono riportati come MIF. 
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Questi risultati dimostrano come cellule di LLC con differenti caratteristiche prognostiche 

rispondano in maniera differenziale alla stimolazione dell‟isotipo recettoriale M non solo in 

termini di espressione genica, ciclo cellulare, proliferazione e apoptosi, ma anche in termini di 

cambiamenti morfologici. Al contrario, la stimolazione dell‟isotipo recettoriale D risulta 

ancora una volta incapace di indurre una risposta differenziale sia in relazione allo stato 

mutazionale delle cellule neoplastiche che all‟andamento clinico della malattia, confermando 

l‟ipotesi di una dominanza degli effetti isotipo-specifici sui principali parametri indicatori di 

prognosi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Cambiamenti citoscheletrici delle cellule B di LLC IgHV non-mutata dopo stimolazione con 

anticorpi anti-IgM. E‟ riportata, a titolo esemplificativo la visualizzazione al microscopio a fluorescenza, a un 

ingrandimento 100X, dell‟actina intracitoplasmatica delle cellule B di LLC in progressione a configurazione 

IgHV non-mutata, NS (a) e S (b), di uno dei pazienti studiati. E‟ possibile osservare, dopo 48 h di stimolazione, 

una riorganizzazione dell‟actina intracitoplasmatica e la presenza di regioni più dense di polarizzazione, assenti 

nelle cellule NS. 
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4. DISCUSSIONE 

 

L‟eterogeneità del decorso clinico della LLC rappresenta un affascinante quesito di natura 

biologica, peculiare di tale malattia nell‟ampio spettro delle neoplasie ematologiche. Per 

questa ragione, numerose speculazioni sono state formulate nel tentativo di comprendere i 

fattori predisponenti la progressione o, in alternativa, la stabilità del suo decorso clinico. In 

realtà, nonostante l‟identificazione di parametri clinici e biologici di significato prognostico 

abbia permesso di classificare i pazienti in sottocategorie di rischio, contribuendo a fornire 

indicazioni sull‟evoluzione della malattia nel tempo, le conoscenze acquisite risultano tuttora 

incomplete e non sempre adeguate a predire il comportamento delle cellule B leucemiche e la 

risposta farmacologica. La LLC continua, infatti, ad essere una patologia incurabile, 

caratterizzata, nella maggior parte dei casi, dall‟acquisizione di resistenza alla terapia 

citotossica convenzionale. I dati relativi alle caratteristiche del BCR delle cellule B di LLC 

hanno avvalorato nel tempo l‟ipotesi che l‟eterogeneità del decorso clinico peculiare di tale 

malattia, possa dipendere primariamente dalla reattività del suddetto complesso recettoriale. 

La segnalazione attraverso il BCR potrebbe influenzare, in combinazione con le altre 

caratteristiche biologiche delle cellule B leucemiche, il comportamento più o meno aggressivo 

della patologia. Questo presupposto ha condotto a esplorare la possibilità che la stimolazione 

antigenica possa rivestire un ruolo chiave non solo nel processo di espansione clonale ma 

anche nella patogenesi della LLC. Sulla base di tali premesse, il presente progetto di ricerca si 

è incentrato sullo studio della funzionalità del BCR dei linfociti B leucemici, con l‟obiettivo 

finale di comprendere i meccanismi alla base della patogenesi e progressione della LLC legati 

alla stimolazione antigenica, quindi, le basi molecolari della prevalenza dei segnali di 

sopravvivenza, proliferazione o anergia cellulare, e correlare tale risposta all‟andamento 

prognostico della malattia. A tale scopo è stato impiegato un modello sperimentale, basato 

sulla stimolazione in vitro del BCR delle cellule B leucemiche con anticorpi anti-IgM o anti-

IgD immobilizzati, in grado di mimare la fisiopatologia della LLC, ovvero gli eventi che si 

verificano in vivo in presenza dell‟antigene. La risposta alla stimolazione in termini di 

variazione del profilo di espressione genica, dell‟attività proliferativa ed apoptotica e della 

struttura citoscheletrica dei linfociti B patologici, è stata esaminata sia in relazione allo stato 

mutazionale dei geni IgHV che all‟andamento, stabile o progressivo, della malattia. 

I risultati ottenuti in merito all‟impiego di anticorpi anti-IgM hanno rivelato l‟esistenza di una 

differenza nella responsività al suddetto isotipo recettoriale, in relazione all‟andamento 

prognostico della malattia. E‟ stato, infatti, possibile osservare una sensibilità alla 
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stimolazione, relativamente alla modulazione del profilo di espressione genica, solo nei casi 

di LLC caratterizzati da una configurazione IgHV non mutata e una malattia in progressione. 

Al contrario, nessun cambiamento significativo del profilo di espressione genica è stato 

osservato nei casi a configurazione IgHV mutata e malattia stabile. Complessivamente, i dati 

ottenuti in merito allo studio del profilo di espressione genica sono risultati in linea con 

quanto riportato nel lavoro di Vallat LD et al. [92] in cui la stimolazione dell‟isotipo 

recettoriale M rivela un pattern trascrizionale BCR-specifico, con prevalenza di geni coinvolti 

nel ciclo cellulare e nella proliferazione come MYC, NF-kB e YWHAQ, nei casi di LLC a 

prognosi infausta, ovvero caratterizzati da uno stato IgHV non mutato, dalla positività per la 

chinasi ZAP-70 e dalla presenza di aberrazioni citogenetiche. La responsività al crosslinking 

delle sIgM dei casi di LLC caratterizzati da fattori di prognosi infausta, rilevata nel nostro 

studio, potrebbe quindi supportare in modo ulteriore l‟ipotesi del ruolo centrale del BCR 

nell‟espansione e progressione della malattia; al contrario l‟iporesponsività alla stimolazione 

dei casi di LLC stabile IgHV mutata potrebbe evidenziare uno stato anergico potenzialmente 

correlabile alla stimolazione (auto)antigenica cronica che si verifica in vivo. In un recente 

studio, è stato, infatti, dimostrato che l‟iporesponsività agli anticorpi anti-IgM non solo 

correla con i fattori prognostici favorevoli, ma risulta anche reversibile dopo coltura in vitro o 

induzione del processo di endocitosi recettoriale e ri-espressione dell‟isotipo M sulla 

membrana cellulare [93]. Queste osservazioni potrebbero confermare l‟esistenza in vivo di un 

legame anergizzante antigene-BCR patologico, la cui reversibilità rende marginale la presenza 

di difetti intrinseci nella biosintesi del BCR per giustificare le diverse competenze di 

segnalazione delle cellule B di LLC.  

Contrariamente a quanto osservato nel caso dell‟impiego di anticorpi anti-IgM, la 

stimolazione dell‟isotipo recettoriale D ha mostrato una risposta più omogenea in termini di 

modulazione del pattern di espressione genica, nei diversi sottogruppi di pazienti distinti in 

base allo stato mutazionale e all‟andamento della malattia, evidenziando la presenza di un 

ruolo più marginale di tale isotipo recettoriale nell‟influenzare la prognosi dei pazienti affetti 

da LLC. La stimolazione con anticorpi anti-IgD è inoltre risultata associata ad una inversione 

nella tipologia di modulazione genica in relazione ai due tempi di stimolazione, mostrando 

una preferenziale downregolazione dei geni implicati nel controllo della trasduzione del 

segnale, della trascrizione genica, del differenziamento e della morte cellulare programmata a 

24 h, e una marcata upregolazione dei geni coinvolti nel controllo dei processi metabolici 

dell‟RNA, degli acidi carbossilici e della sintesi proteica a 48 h. Questi risultati ci hanno di 

conseguenza condotto a ipotizzare l‟esistenza di una risposta attivatoria più tardiva nel caso 
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della stimolazione delle sIgD. Ad ogni modo, non vi sono in letteratura studi relativi alla 

modulazione genica post-stimolazione con anticorpi anti-IgD, di conseguenza tali dati 

andrebbero confermati in una casistica più ampia di pazienti. 

Allo scopo di validare a livello funzionale le osservazioni emerse dall‟analisi del profilo di 

espressione genica, sono stati quindi esaminati gli effetti della stimolazione del BCR sui 

cambiamenti nella distribuzione delle cellule B di LLC, all‟interno delle varie fasi del ciclo 

cellulare. In linea con l‟upregolazione dei geni coinvolti nel controllo del ciclo cellulare, 

rilevata nei casi di LLC progressiva IgHV non mutata, la stimolazione con anticorpi anti-IgM 

è apparsa associata a un incremento significativo della quota di cellule in fase G1, 

esclusivamente nei suddetti casi. Non è stata invece osservata alcuna modulazione del ciclo 

cellulare nei campioni di LLC caratterizzati da fattori di prognosi favorevole, un dato atteso 

vista l‟iporesponsività di tali campioni all‟acquisizione di cambiamenti nel pattern di 

espressione genica dopo stimolazione. Gli effetti della stimolazione dell‟isotipo recettoriale M 

sul ciclo cellulare sono stati poi ulteriormente confermati dall‟esame dell‟attività proliferativa 

dei linfociti B di LLC. Anche in tal caso, è stato, infatti, possibile osservare una responsività, 

identificabile nell‟incremento del tasso di proliferazione in vitro, solamente nei campioni 

cellulari con caratteristiche prognostiche infauste. Questi risultati hanno permesso di supporre 

che l‟esposizione all‟antigene, promuovendo l‟espansione dei cloni non mutati, contribuisca 

alla cattiva prognosi di questo sottogruppo. Al contrario i cloni iporeponsivi in vitro, 

potrebbero essersi sviluppati in vivo come conseguenza di una transizione verso uno stadio 

tollerogenico da esposizione antigenica continua dovuto alla selezione di un clone 

inizialmente responsivo poi condotto a uno stato di desensibilizzazione recettoriale; di 

conseguenza l‟anergia agli stimoli proliferativi giustificherebbe il miglior decorso clinico 

della malattia. La capacità delle cellule di LLC caratterizzate da fattori prognostici 

sfavorevoli, di rispondere a stimoli di natura proliferativa è stata anche dimostrata in vitro 

dopo incubazione con oligonucleotidi immunostimolatori. Cellule di LLC IgHV non mutate 

isolate da pazienti con malattia in progressione sono indotte in tali condizioni a entrare nel 

ciclo cellulare, proliferare e manifestare un incremento della sopravvivenza [94]. 

L‟associazione tra l‟entrata in fase G1 del ciclo cellulare e le caratteristiche prognostiche 

infauste delle cellule B leucemiche, osservata nel nostro studio, è inoltre apparsa in linea con 

quanto riportato nel lavoro di Deglesne PA et al., in cui l‟incremento della percentuale di 

cellule in fase G1, osservato in seguito alla stimolazione dell‟isotipo recettoriale M con 

anticorpi immobilizzati, è apparso associato preferenzialmente con lo stato non mutato dei 

geni IgHV, la positività per la chinasi ZAP-70, la stadiazione Binet, il tempo di 
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raddoppiamento dei linfociti e i livelli sierici della timidina chinasi [95]. In realtà, in questo 

studio, né lo stato mutazionale né ZAP-70 risultano sufficienti ad identificare la popolazione 

cellulare progressiva, in quanto anche casi IgHV mutati e ZAP-70
-
 manifestano, sebbene con 

una minor frequenza, una responsività alla stimolazione in vitro, un‟osservazione a sostegno 

dell‟importanza dell‟analisi della reattività del BCR patologico per l‟identificazione di quei 

casi, apparentemente a prognosi favorevole ma a rischio di progressione. Anche nel nostro 

studio, a differenza di quanto osservato in merito allo stato mutazionale, non è stata osservata 

alcuna associazione tra l‟espressione della chinasi ZAP-70 e la risposta alla stimolazione 

recettoriale. I livelli di tale chinasi, diversamente da quelli della chinasi SYK, non cambiano 

dopo incubazione con anticorpi anti-IgM, confermando dati precedenti in merito al ruolo 

predominante di SYK nella trasduzione del segnale anche nei linfociti B patologici [77-96]. 

Infatti, sebbene inizialmente ZAP-70 sia stata identificata come un fattore prognostico 

negativo associato alla capacità di segnalazione a valle del BCR delle cellule B leucemiche, è 

stato postulato che il suo ruolo nella trasduzione dei segnali mediati dalle sIgM potrebbe 

essere quello di prolungare la persistenza dello stimolo agendo da adattatore molecolare, dal 

momento che è la positività per tale chinasi, indipendentemente dal suo grado di 

fosforilazione, a favorire gli eventi di fosforilazione tirosinica a carico di SYK, BLNK e 

PLC  e l‟aumento del flusso intracellulare di Ca
2+

 [87]. Nel lavoro di Deglesne PA et al. gli 

autori ipotizzano l‟esistenza di un‟associazione tra l‟entrata in fase G1 del ciclo cellulare e 

una maggiore capacità proliferativa in vivo, supportata dall‟induzione, nei linfociti B 

leucemici responsivi, della ciclina D2 e di CDK4. Ciononostante, in accordo con i nostri 

risultati, la frazione di cellule in fase S del ciclo rimane invariata, un dato giustificato, nello 

studio di Deglesne PA et al., dalla persistente espressione dell‟inibitore del ciclo cellulare 

p27kip-1, che suggerisce la necessaria presenza di segnali costimolatori addizionali affinché 

la transizione G1-S possa verificarsi. 

In realtà, piuttosto che sul ciclo cellulare e l‟attività proliferativa, la maggior parte degli studi 

precedenti relativi alla stimolazione recettoriale si è focalizzata sull‟analisi del ruolo delle 

sIgM sulla modulazione del processo apoptotico, evidenziando, pur all‟interno dello stesso 

sottogruppo prognostico, una dicotomia nel comportamento dei linfociti B leucemici, 

rappresentata, in una percentuale di casi, dall‟induzione della sopravvivenza e nell‟altra, 

dall‟accelerazione della morte cellulare. Nel nostro sistema sperimentale, come atteso da 

quanto osservato in merito agli studi funzionali relativi alle capacità di espansione del clone 

leucemico, l‟esame dei livelli apoptotici ha rilevato la presenza di un effetto citoprotettivo nei 

campioni caratterizzati da LLC in progressione IGHV non mutata e, al contrario, una 
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sensibilizzazione nei confronti del processo apoptotico nei casi di LLC a configurazione 

IgHV mutata e malattia stabile, a sostegno del ruolo dell‟antigene nell‟attivazione di un 

programma di sopravvivenza esclusivamente nelle forme più aggressive della malattia. In 

particolare, l‟effetto citoprotettivo potrebbe garantire alle cellule IgHV non mutate, almeno 

nelle prime fasi di malattia, il tempo necessario a ricevere il secondo segnale utile nel 

processo di attivazione antigene-dipendente. Un‟inibizione del processo apoptotico nella 

maggior parte dei campioni di LLC, ma senza correlazioni con specifici sottogruppi 

prognostici, è stata rilevata nello studio di Bernal A et al., in seguito all‟incubazione delle 

cellule B neoplastiche con anticorpi anti-IgM immobilizzati. La risposta cellulare è stata 

osservata, in tal caso, in associazione non solo a una riduzione significativa dose-dipendente 

dei livelli di apoptosi spontanea, ma anche all‟inibizione dell‟attività delle caspasi, 

all‟induzione di NF-kB e all‟espressione di MCL-1, Bcl-2 e BFL-1. Le differenze di 

responsività sono inoltre apparse correlate alla via della chinasi AKT, in quanto l‟inibizione 

della chinasi PI3-K sarebbe in grado di annullare quasi del tutto gli effetti della stimolazione 

mentre la presenza di un‟agonista del CD40 come segnale costimolatorio, di potenziarli [97]. 

L‟assenza di una correlazione con i principali fattori prognostici rilevata nel suddetto studio, 

viene giustificata in quanto consistente con la biologia di una forma tumorale indolente in cui 

le cellule maligne generano sIgM con la capacità di riconoscere antigeni autologhi, tuttavia, 

questa spiegazione elude le basi dell‟eterogeneità del decorso clinico della malattia, e 

meriterebbe un maggior approfondimento. La variabilità della risposta alla stimolazione 

dell‟isotipo recettoriale M è anche evidente nello studio di Allsup DJ et al. in cui solo le 

forme di LLC IgHV non mutata rispondono incrementando il flusso intracellulare di Ca
2+

, la 

fosforilazione del CD79a e la traslocazione del BCR a livello delle zattere lipidiche. Questo si 

traduce nell‟aumento del tasso di sopravvivenza, nonostante tale risposta risulti indipendente 

sia dallo stadio di malattia, che, a differenza di quanto riportato nel nostro studio, 

dall‟espressione delle sIgM [98]. Nel nostro caso, la densità delle sIgM si è rivelata, infatti, 

essere il miglior parametro per discriminare la responsività alla stimolazione del BCR, dal 

momento che i casi IgHV non mutati sono risultati caratterizzati dalla maggiore espressione di 

tale isotipo recettoriale e la presenza di una riduzione nei livelli di espressione in un caso di 

LLC progressiva IgHV non mutata ne ha determinato la clusterizzazione con i casi 

iporesponsivi di LLC stabile IgHV mutata.  

I risultati relativi alla funzione anti-apoptotica delle sIgM riportati nel nostro studio, sono in 

realtà in contrasto con una serie di lavori in cui l‟isotipo M appare invece associato 

all‟induzione di stimoli pro-apoptotici. Molteplici possibili spiegazioni, correlate 
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primariamente sia alla modalità eterogenea di stimolazione recettoriale (natura 

monoclonale/policlonale degli anticorpi e/o dosaggio) che ai differenti fattori indicatori di 

prognosi presi in esame, possono essere addotte per interpretare le differenze rilevate in 

merito al comportamento delle cellule B leucemiche. In uno dei primi studi, risalenti agli anni 

‟90, è stato dimostrato che l‟impiego di anticorpi anti-IgM è in grado di indurre, nelle cellule 

di LLC, la frammentazione del DNA con conseguente apoptosi, similmente a quanto accade 

in presenza di glucorticoidi [99]. E‟ possibile in tal caso che le differenze tra gli anticorpi anti-

IgM impiegati, e fattori come la concentrazione di cellule B leucemiche coltivate, possano 

aver contribuito a quanto rilevato in vitro, essendo tali variabili difficili da controllare. 

Successivamente, anche in una serie di lavori di Zupo S et al., il cross-linking delle sIgM è 

stato osservato prevalentemente in associazione alla trasduzione di segnali pro-apoptotici, 

sebbene solo in cellule CD38
+
 [80-81]. Tale effetto potrebbe essere in parte originato 

dall‟impiego di anticorpi solubili piuttosto che immobilizzati. Esiste, infatti, una pletora di 

evidenze a supporto della diversa responsività alla stimolazione del BCR patologico in 

relazione alla natura solubile o immobilizzata degli anticorpi anti-IgM impiegati, che 

influenza sia la durata sia la segnalazione a valle del recettore. In particolare, l‟impiego, nel 

nostro sistema sperimentale, della modalità di stimolazione con anticorpi immobilizzati è 

stato scelto perché presumibilmente in grado di riprodurre più fedelmente quanto accade in 

vivo in relazione alla presentazione antigenica a livello tissutale, partendo dal presupposto che 

l‟incontro con l‟antigene abbia luogo all‟interno dei tessuti linfoidi secondari. Un‟altra 

importante differenza rispetto al nostro studio è poi rappresentata dalla scelta di analizzare la 

risposta alla stimolazione del BCR in relazione ai livelli di espressione dell‟antigene CD38 

sulle cellule B leucemiche, e di ricorrere alla selezione dei linfociti B CD38
+
 come 

popolazione da utilizzare negli esperimenti di stimolazione. Sebbene, infatti, la responsività 

agli anticorpi anti-IgM appaia correlata esclusivamente alla positività per l‟antigene CD38, la 

selezione della popolazione leucemica impone un notevole bias, in quanto in primo luogo 

l‟espressione del CD38 potrebbe non rappresentare un fattore invariabile nel tempo, in 

secondo luogo, il comportamento delle cellule CD38
+
 potrebbe essere diverso rispetto a 

quello della popolazione CD19
+
 impiegata nel nostro sistema, a causa del presumibile minor 

grado di differenziamento. In alternativa, la contraddizione insita nell‟associazione tra un 

marcatore a prognosi sfavorevole e l‟induzione del processo apoptotico dopo stimolazione del 

BCR patologico, potrebbe dipendere dall‟assenza nel sistema in vitro, dei segnali anti-

apoptotici determinati in vivo dal supporto dei componenti del microambiente. Nel nostro ma 

anche in altri lavori, nonostante il numero ridotto di casi CD38
+
, non è stata, infatti, rilevata 
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alcuna influenza della positività per tale antigene sulla capacità di segnalazione a valle del 

BCR dopo crosslinking delle sIgM, un dato che supporta ulteriormente la probabilità che la 

selezione magnetica delle cellule CD38
+
 possa alterare la risposta alla stimolazione, che il 

CD38 possa intervenire solo negli eventi secondari alla stimolazione o sia semplicemente un 

marcatore di attivazione [93]. Nel lavoro di Nédellec S et al. è stata invece osservata non solo 

una distinzione tra i casi di LLC responsivi al crosslinking delle sIgM e quelli non responsivi, 

ma anche una dicotomia nella tipologia di risposta. I casi di LLC iporesponsivi agli anticorpi 

anti-IgM sono, come nel nostro studio, caratterizzati da una prognosi favorevole, al contrario i 

casi responsivi si distinguono in due classi. Alla prima classe appartengono quelli con regioni 

IgHV non-mutate e livelli più elevati di positività per ZAP-70 e CD38, che vanno incontro ad 

apoptosi dopo stimolazione; alla seconda classe quelli con prognosi intermedia, che 

rispondono alla stimolazione proliferando [100]. Ad ogni modo, gli autori non specificano gli 

effetti della stimolazione distinguendo in modo assoluto le due classi prognostiche, di 

conseguenza, la contemporanea presenza di casi IgHV mutati e non mutati, ZAP-70
+
 e ZAP-

70
-
 così come CD38

+
 e CD38

-
 nelle due classi rispondenti, introducendo una notevole 

eterogeneità nella popolazione in esame, rende tali risultati meno facilmente interpretabili. 

L‟analisi degli effetti funzionali della stimolazione dell‟isotipo recettoriale D ha invece 

rivelato degli aspetti inattesi. In primo luogo, diversamente da quanto osservato nel caso della 

stimolazione con anticorpi anti-IgM, l‟impiego di anticorpi anti-IgD, a parità di 

concentrazione, non è risultato associato ad alcuna significativa progressione in fase G1 del 

ciclo cellulare, indipendentemente sia dallo stato mutazionale dei geni IgHV che 

dall‟andamento clinico della malattia. In accordo con tali dati, tutti i campioni cellulari di 

LLC si sono mostrati indistintamente caratterizzati da una riduzione del tasso proliferativo 

piuttosto che da un aumento. L‟osservazione di una diminuzione del tasso proliferativo 

potrebbe essere un‟indicazione indiretta dell‟attivazione di un pathway apoptotico 

indipendente dalle caspasi. Alternativamente, la modulazione di espressione del gene CHOP 

rilevata dall‟analisi del profilo di espressione genica, potrebbe supportare l‟attivazione, dopo 

incubazione con anticorpi anti-IgD, di una risposta allo stress cellulare (UPR) che solitamente 

si verifica nelle cellule B dopo la stimolazione del BCR e precedentemente al 

differenziamento in plasmacellule. La mancanza di espressione differenziale di altri geni 

implicati in questo processo potrebbe essere una conseguenza della ridondanza del pathway o 

della durata insufficiente della stimolazione. A sostegno della correlazione tra la riduzione del 

tasso proliferativo e l‟attivazione del processo di morte cellulare, e in linea con l‟osservazione 

della modulazione dei geni coinvolti nel suddetto processo emersa dall‟analisi del profilo di 
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espressione genica, l‟incubazione dei linfociti B di LLC con anticorpi anti-IgD è infatti 

apparsa contraddistinta dall‟aumento significativo dei livelli apoptotici in tutte le 

sottocategorie esaminate, senza differenze in relazione alla densità superficiale delle sIgD. 

Quest‟ultimo dato potrebbe implicare che tale isotipo recettoriale è in grado di trasdurre 

segnali intracellulari anche a seguito di un basso livello di crosslinking superficiale oppure 

che l‟induzione dell‟apoptosi è indipendente dei livelli di espressione delle sIgD.  

Nel complesso, i risultati ottenuti hanno permesso in primo luogo di confermare l‟esistenza di 

funzioni recettoriali isotipo-specifiche nei linfociti B leucemici, fornendo il presupposto per la 

modulazione della risposta delle cellule B di LLC, attraverso la scelta dell‟isotipo recettoriale 

coinvolto nella trasmissione della segnalazione a valle. L‟esistenza di una specializzazione 

funzionale dei due isotipi è stata a lungo postulata in base all‟osservazione della presenza di 

numerose differenze molecolari e strutturali a carico delle due componenti 

immunoglobuliniche. Tali differenze sono emerse da una serie di studi finalizzati alla 

comprensione del significato, tuttora enigmatico, della loro coespressione sulla membrana 

delle cellule B mature. Gli isotipi immunoglobulinici M e D differiscono primariamente in 

relazione alla composizione delle loro regioni costanti e trasmembrana e alla loro espressione 

differenziale durante lo sviluppo B linfoide. E‟ stata inoltre osservata non solo una maggiore 

stabilità di espressione superficiale delle sIgD rispetto alle sIgM, correlabile al suo elevato 

grado di glicosilazione, ma anche un ridotto tasso di endocitosi costitutiva antigene-

indipendente, un processo molto efficiente nell‟ambito dei meccanismi di controllo della 

densità di superficie delle sIgM [101]. Le IgD, a differenza delle IgM, sono scarsamente 

secrete in quanto presenti quasi esclusivamente sulla membrana cellulare e non appaiono 

inoltre interessate dal processo di downregolazione recettoriale che si verifica in vivo in 

seguito all‟induzione dello stato anergico, evento che presumibilmente interessa le forme 

IgHV mutate di LLC. Un‟altra caratteristica distintiva delle sIgD è rappresentata dalla 

possibilità di essere espresse attraverso una duplice modalità: quella classica, in associazione 

alle molecole Igα/Igβ, e quella alternativa, in associazione ai lipidi di membrana attraverso la 

mediazione del glicositolo, correlata alla peculiare induzione della cascata dell‟AMP ciclico 

[102]. Oltre alla presenza di diversità strutturali, la differenza nei livelli di crosslinking, 

l‟identificazione di proteine intracellulari specificamente associate all‟uno o all‟altro isotipo e 

la trasmissione di segnali a valle differenti in termini di cinetica e intensità hanno 

ulteriormente incentivato la tesi di un loro ruolo differenziale nella trasduzione dei segnali 

intracellulari. In particolare è stato osservato che la fosforilazione indotta dopo stimolazione 

dell‟isotipo M è caratterizzata da un picco a 1 min con riduzione già a 60 min, mentre quella 
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indotta dalla stimolazione dell‟isotipo D cresce più lentamente e si mantiene per un tempo 

superiore ai 240 min, un dato indicativo dell‟assenza in quest‟ultimo caso di un controllo di 

feedback negativo che potrebbe consentire la persistenza degli eventi di fosforilazione 

intracellulari [103]. Ad ogni modo, sebbene i segnali trasmessi dai due isotipi differiscano, la 

mancanza di un isotipo sembra essere compensata dalla presenza dell‟altro e viceversa, come 

dimostrato dal fenotipo mite di topi deficitari di sIgM o sIgD [101]. Questo dato potrebbe 

mostrare una capacità di compensazione funzionale delle sIgM e sIgD, evidenziabile solo in 

specifiche condizioni. Sulla base delle suddette osservazioni, la presenza di una risposta alla 

stimolazione delle sIgD differenziale rispetto a quella delle sIgM, e l‟uniformità di tale 

risposta, osservata nel nostro studio in tutte le sottocategorie prognostiche esaminate, 

potrebbe dipendere in primo luogo dalle caratteristiche intrinseche dell‟isotipo recettoriale in 

esame. A causa della parzialità delle conoscenze relative al ruolo delle sIgD nella fisiologia 

dei linfociti B, sia normali che patologici, la maggior parte degli studi in vitro relativi agli 

effetti della stimolazione del BCR sulle cellule B di LLC si sono concentrati sull‟isotipo 

recettoriale M, rendendo le conoscenze relative al ruolo delle sIgD piuttosto limitate. Ad ogni 

modo, i risultati riportati in letteratura, sebbene esigui, appaiono, anche relativamente agli 

effetti della stimolazione dell‟isotipo D del BCR, contraddittori. In linea con la competenza di 

segnalazione e quindi la responsività indistinta dei campioni di LLC in relazione ai fattori 

prognostici osservata nel nostro studio, un recente lavoro ha evidenziato l‟associazione tra la 

segnalazione attraverso le sIgD e la presenza di una risposta universalmente positiva, in 

termini di incremento intracellulare di Ca
2+

, nei casi di LLC IgHV mutati e non [93]. Queste 

osservazioni hanno permesso di supporre che l‟isotipo D non sia anergizzato da meccanismi 

operanti in vivo, e che l‟anergia possa rivelarsi isotipo-dipendente nel caso della LLC. 

Evidenze non solo dell‟esistenza di segnali isotipo-specifici ma anche del ruolo pro-

apoptotico delle sIgD derivano anche da una serie di studi effettuati su cellule spleniche 

murine. In tali cellule, l‟incubazione con anticorpi anti-IgD sia mono- che poli-clonali risulta 

infatti nell‟accelerazione del processo apoptotico in misura più efficace che in presenza di 

anticorpi anti-IgM, a meno che non si ricorra all‟incubazione con IL-4 o un agonista del 

CD40L, utili a fornire il secondo segnale per l‟attivazione B linfoide. E‟ interessante 

sottolineare che questo effetto è più evidente nel range di concentrazioni tra 0.1 e 10 g/ml, 

dal momento che 10 g/ml è la concentrazione anticorpale impiegata nel nostro studio. Allo 

stesso tempo, le sIgD possono causare l‟entrata delle cellule B spleniche murine in fase G1 

del ciclo cellulare. Questo però si verifica solo se gli anticorpi anti-IgD sono impiegati in 

soluzione e a concentrazioni superiori a 10 g/ml, di conseguenza la scelta di utilizzare 
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anticorpi immobilizzati a concentrazioni pari a 10 g/ml potrebbe aver impedito 

l‟osservazione, nei nostri esperimenti, dell‟attività pro-sopravvivenza delle sIgD [104-105].  

Il concetto che le sIgD trasducano segnali apoptotici è al tempo stesso contrario a gran parte 

dei dati riportati in letteratura. E‟ noto che l‟espressione delle sIgD compare solo quando i 

linfociti B sono maturi da migrare in periferia. L‟osservazione che la co-espressione 

sIgM/sIgD su tali linfociti si associa, in presenza degli opportuni segnali antigenici, 

all‟attivazione cellulare mentre la mancanza delle sIgD sui linfociti B neonatali causa 

l‟induzione della tolleranza in risposta agli stessi stimoli antigenici, ha condotto a ipotizzare il 

ruolo negativo delle sIgD nel controllo del suddetto processo. In realtà l‟attivazione precoce 

dell‟apoptosi in condizioni di limitato crosslinking, osservata nei modelli murini di cui sopra, 

favorisce la tesi di un ruolo positivo di tale isotipo recettoriale nella tolleranza immunologica. 

Probabilmente, quando la concentrazione dell‟antigene è elevata, come accade nei follicoli 

linfoidi, i linfociti dipendono in misura minore dai segnali costimolatori, e possono entrare in 

ciclo anche solo a seguito della stimolazione recettoriale. Al contrario, lontano dai follicoli 

linfoidi, quando la concentrazione antigenica è bassa, le cellule B si attivano o vanno incontro 

all‟apoptosi a seconda che il secondo segnale sia o meno presente. Di conseguenza l‟effetto 

apoptotico della stimolazione dell‟isotipo D del BCR patologico osservata nei nostri 

esperimenti, potrebbe semplicemente riprodurre quanto accade in vivo in assenza di 

costimolazione, probabilmente a causa di un crosslinking sub-ottimale per l‟induzione 

dell‟attivazione; in alternativa, potrebbe derivare dalla presenza di alterazioni della 

segnalazione prossimale a valle delle sIgD, peculiari delle cellule B di LLC.  

Più recentemente, l‟effetto pro-sopravvivenza delle sIgD è stato in realtà osservato anche in 

cellule di LLC CD38
+ 

ed è risultato caratterizzato dall‟induzione di un aumento del flusso di 

Ca
2+

 e della fosforilazione intracellulare simile, in termini di cinetica e intensità, a quello che 

si verifica nel caso della stimolazione dell‟isotipo M. In realtà, la discrepanza tra il nostro e il 

suddetto studio, potrebbe essere solo apparente, in quanto l‟incremento della sopravvivenza è 

risultato rilevabile nello studio di Zupo S et al. solo al 4°-5° giorno di coltura, diventando 2 

volte superiore al controllo non stimolato al 10° giorno. Nel nostro caso, invece, l‟analisi 

degli effetti funzionali della stimolazione con anticorpi anti-IgD è stata effettuata entro le 48 h 

di stimolazione, di conseguenza la scelta di tempi più precoci potrebbe aver impedito 

l‟identificazione di un programma di sopravvivenza con attivazione più tardiva. Questo dato 

è, infatti, supportato dal cambiamento nella tipologia e nella modalità di regolazione, da 

negativa a positiva, dei geni differenzialmente espressi a 48 h in risposta allo stimolo 

recettoriale. Potrebbe quindi essere opportuno prolungare il tempo della stimolazione con 
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anticorpi anti-IgD, per verificarne gli effetti funzionali a tempi di esposizione più lunghi. 

Sempre nello stesso studio, gli autori evidenziano inoltre la capacità delle sIgD di trasdurre 

stimoli di natura differenziativa. Questo risultato non è in realtà una conseguenza genuina 

degli effetti della stimolazione in vitro in quanto è indotto dall‟aggiunta di IL-2 ricombinante 

e non è infatti rilevabile in presenza esclusiva di anticorpi anti-IgD. In linea, infatti, con i 

nostri risultati, l‟isotipo D non è in grado di indurre il differenziamento dei linfociti B 

leucemici in plasmacellule, come evidente dall‟assenza di variazioni nelle caratteristiche di 

SSC e FSC della popolazione in esame e dalla persistenza di elevati livelli di CD19 (dati non 

mostrati). Risultati più eterogenei in merito all‟analisi degli effetti della stimolazione delle 

sIgD sono stati invece osservati nello studio di una popolazione multicentrica di pazienti 

affetti da LLC [106]. In tal caso, le cellule B leucemiche sono risultate distinte in 3 gruppi in 

relazione alla tipologia di risposta dopo stimolazione, rappresentata da inibizione, induzione o 

mancata influenza sul processo apoptotico. Dall‟analisi dei casi rispondenti è emerso un 

ridotto tempo al trattamento dei pazienti interessati, che ha condotto gli autori a postulare 

l‟importanza della responsività alle sIgD, indipendentemente dal tipo di risposta, nella 

prognosi della LLC. Nel lavoro però non si fa riferimento ai parametri prognostici presi in 

considerazione nel nostro studio, quali lo stato mutazionale e l‟andamento clinico della 

malattia; inoltre la scelta arbitraria di un cut-off di riduzione o incremento dei livelli 

apoptotici del 20% potrebbe aver condotto a un‟esasperazione dei dati ottenuti e, allo stesso 

tempo, alla perdita di informazioni presumibilmente importanti correlate ai campioni cellulari 

con valori di variazione dei livelli apoptotici più deboli.  

Un dato interessante emerge dal nostro studio integrando le differenze di comportamento 

delle cellule B di LLC, distinte in relazione ai fattori prognostici, in rapporto agli effetti della 

stimolazione delle sIgM o sIgD. Le cellule di LLC stabile e/o IgHV mutate manifestano, 

infatti, un comportamento univoco nei confronti della stimolazione recettoriale. Vanno, 

infatti, incontro ad apoptosi sia in presenza di anticorpi anti-IgM che anti-IgD evidenziando 

non solo una probabile indipendenza dalla tipologia isotipica ma anche una risposta peculiare 

di cellule tollerogeniche, un dato indicativo di una stimolazione antigenica cronica in vivo. Al 

contrario, le cellule di LLC progressiva e/o IgHV non mutate sono caratterizzate da una 

risposta differenziale in relazione all‟isotipo considerato, traducibile nella proliferazione o 

nell‟apoptosi. Questo dato implica una dipendenza comportamentale di tali cellule dall‟isotipo 

stimolato ed evidenzia l‟esistenza di un probabile stato maturativo e d‟attivazione differente 

rispetto alle forme di LLC a prognosi favorevole, che ne preserva la capacità di risposta 

differenziale alla stimolazione, indispensabile, soprattutto considerando l‟integrità dei segnali 
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proliferativi, alla progressione di malattia. Infatti, molto probabilmente in vivo è 

l‟integrazione tra gli effetti specifici di ciascun isotipo, mediati dall‟(auto)antigene, a 

determinare il comportamento tumorale. Di conseguenza sarebbe di grande interesse 

verificare, attraverso l‟impiego del nostro sistema sperimentale, gli effetti in vitro della co-

incubazione delle cellule B di LLC con anticorpi anti-IgM e anti-IgD. 

Partendo dal presupposto che la funzionalità del BCR implica dei cambiamenti nella struttura 

citoscheletrica intracellulare è stata inclusa, nell‟ultima parte del nostro studio, la valutazione 

dell‟espressione e della distribuzione intracitoplamatica dell‟actina in forma polimerizzata (F-

actina) a 24 e 48 h di stimolazione con anticorpi anti-IgM e anti-IgD. Nel caso della 

stimolazione dell‟isotipo recettoriale M, l‟analisi eseguita mediante citometria a flusso, ha 

rivelato un incremento tardivo nei livelli d‟espressione della proteina in questione, 

esclusivamente nei campioni di LLC progressiva IgHV non mutata, un dato confermato anche 

dalla visualizzazione al microscopio a fluorescenza di una riorganizzazione della proteina 

all‟interno del citoscheletro, con formazione di aree più dense di polarizzazione alla periferia 

cellulare. Quest‟osservazione è risultata in accordo con quanto suggerito dall‟analisi del 

profilo di espressione genica in termini di deregolazione dei geni coinvolti nel controllo della 

motilità cellulare (ALPHA1, H2-ALPHA e PSMA7) e nell‟organizzazione dei filamenti 

dell‟actina citoscheletrica (ACTG1 e ACTB), all‟interno dei campioni a prognosi infausta, 

dopo stimolazione con anticorpi anti-IgM. Questi risultati implicano che il BCR possa 

modulare il comportamento delle cellule B leucemiche non solo in termini di sopravvivenza o 

apoptosi, ma anche di traffico e homing negli organi linfoidi secondari, partecipando nella 

formazione e nel mantenimento dell‟architettura del microambiente tissutale tumorale. 

Diventa quindi di grande interesse valutare se i cambiamenti nell‟espressione dell‟actina e 

nella riorganizzazione del citoscheletro osservati dopo stimolazione nei campioni di LLC a 

prognosi sfavorevole possano tradursi in un maggiore grado di invasività tissutale e quindi 

aggressività della malattia. E‟ stato, infatti, dimostrato che la capacità di rispondere alla 

chemochina SDF1α secreta dalle cellule stromali midollari da parte delle cellule B leucemiche 

ZAP-70
+
/CD38

+
, correla con un incremento delle potenzialità migratorie, e quindi un 

comportamento neoplastico più aggressivo e una prognosi infausta [107-108]. In questo 

contesto risultati paragonabili a quelli del nostro studio sono stati ottenuti in due recenti lavori 

in cui la stimolazione delle cellule B di LLC con anticorpi anti-IgM si associa, 

preferenzialmente nei casi IgHV non mutati, ZAP-70
+
 e CD38

+
, non solo alla trasduzione di 

segnali pro-sopravvivenza ma anche alla secrezione delle chemochine chemotattiche CCL3 e 

CCL4, implicate nella localizzazione delle cellule B a livello dei pseudofollicoli, e alla 
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modulazione dell‟espressione dei recettori per chemochine e delle molecole di adesione 

implicate nel traffico delle cellule B nel midollo osseo e all‟interno dei tessuti linfatici [109-

110]. Nessuna modulazione quantitativa o qualitativa dell‟actina citoscheletrica è stata invece 

osservata in alcuna delle sottocategorie di LLC dopo stimolazione dell‟isotipo recettoriale D. 

Anche in questo caso i risultati hanno confermato quanto atteso dallo studio del profilo di 

espressione genica pre- e post-stimolazione, scarsamente rappresentato dalla modulazione di 

geni coinvolti nel riarrangiamento del citoscheletro intracellulare. Non vi sono dati in 

letteratura relativi al possibile coinvolgimento delle sIgD nella modulazione dell‟actina 

citoscheletrica, ad ogni modo, il numero dei campioni di LLC valutati nel nostro studio, in 

citometria a flusso e microscopia confocale, è piuttosto limitato, per cui i risultati ottenuti 

sono da considerarsi preliminari. Per approfondire il ruolo della stimolazione dell‟isotipo 

recettoriale D nella riorganizzazione citoscheletrica, sarebbe opportuno aumentare la casistica 

ed eseguire la stimolazione a intervalli di tempo più precoci e tardivi rispetto alle 24 e 48 h.  

L‟impiego del nostro sistema sperimentale ci ha quindi permesso di ottenere interessanti 

informazioni sulle peculiarità biologiche comportamentali delle cellule B leucemiche, 

rivelando non solo la presenza di funzioni recettoriali isotipo-specifiche nelle cellule B di 

LLC ma anche una diversità, negli effetti della stimolazione attraverso il BCR, in relazione 

alle caratteristiche prognostiche dei campioni leucemici, avvalorando l‟ipotesi del contributo 

dell‟antigene nella storia naturale della malattia. Sebbene nel nostro studio le cellule B 

leucemiche siano invariabilmente destinate all‟apoptosi in seguito alla stimolazione delle 

sIgD, mostrando invece un comportamento duplice, a seconda delle caratteristiche 

prognostiche, in seguito alla stimolazione delle sIgM, questo potrebbe non essere 

necessariamente vero in vivo dopo interazione con il putativo antigene. In tali condizioni la 

quota relativa dei due isotipi, la loro capacità di legame antigenico e di modulazione 

dell‟attività dei linfociti T potrebbero avere un ruolo nel determinare il risultato della risposta. 

Sulla base di tali premesse, un affascinante quesito è rappresentato dalla comprensione delle 

basi molecolari della modalità di trasmissione e degli effetti della stimolazione degli isotipi 

recettoriali M e D e delle loro correlazioni con i diversi fattori prognostici della LLC. Queste 

informazioni potrebbero rivelarsi utili al fine di identificare nuovi target terapeutici per la cura 

della LLC e disegnare nuovi farmaci, quali agonisti o antagonisti del BCR, da adottare nel 

trattamento della leucemia per l‟innalzamento del tasso di remissioni complete e quindi 

dell‟aspettativa di sopravvivenza. 
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1. INTRODUZIONE 

 

1.1 La proteina p53 

 

1.1.1 Cenni introduttivi  

Le cellule sono continuamente soggette a condizioni e stimoli esterni, inclusi il metabolismo 

ossidativo e l‟esposizione a radiazioni, che risultano nello stress genotossico. Di conseguenza, 

la capacità di rilevare e riparare un conseguente danno a carico del DNA rappresenta una 

funzione critica per le cellule normali. L‟osservazione secondo cui l‟inefficiente riparazione 

del danno al DNA cellulare possa condurre alla trasformazione neoplastica, ha consentito 

l‟identificazione delle basi funzionali della soppressione tumorale nel riparo o 

nell‟eliminazione delle cellule danneggiate e quindi potenzialmente deleterie. In tale ambito, 

un ruolo di primaria importanza riveste la proteina ad attività oncossoppressoria p53. Tale 

proteina fu identificata per la prima volta nel 1979 all‟interno di cellule infettate dal virus 

SV40 (simian virus 40) come una fosfoproteina che co-immunoprecipitava con l‟antigene 

“large T”. Poiché sembrava non condividere determinanti antigenici con l‟antigene “large T” 

di SV40 e dal momento che venne in seguito dimostrata la sua iperespressione anche in 

cellule di carcinoma embrionale murino non infettate da SV40, si concluse che la proteina p53 

fosse codificata da un gene cellulare e non da un gene virale [1]. La successsiva 

dimostrazione che la sequenza aminoacidica di tale proteina risultasse altamente conservata 

nelle diverse specie di vertebrati, fece quindi supporre un suo ruolo chiave nel mantenimento 

dell‟omeostasi tissutale e della fisiologia cellulare.  

I primi studi condussero a definire erroneamente la proteina p53 come il prodotto di un 

oncogene. Tale proteina risultava, infatti, presente a basse concentrazioni all‟interno delle 

cellule normali, mentre la sua concentrazione appariva significativamente più elevata nelle 

linee cellulari tumorali coltivate in vitro e nei tessuti tumorali in vivo. La base molecolare di 

questo aumento dei livelli di p53 nelle cellule tumorali era in realtà da attribuire 

probabilmente ad un fenomeno di stabilizzazione post-trascrizionale, dovuta a cambiamenti 

nell‟ambiente cellulare, o alla formazione di complessi con altre proteine sia cellulari che 

virali. Il risultato era, in ogni caso, un aumento del tempo di emivita di p53, con conseguente 

accumulo della proteina stessa e, dunque, aumento della sua concentrazione [2]. 

L‟osservazione che le cellule trasformate potessero contenere una quantità maggiore della 

proteina p53 rispetto alle corrispondenti cellule normali fece pensare che potesse giocare un 

ruolo importante nel controllo del ciclo cellulare e che l‟aumentata espressione di p53 

portasse ad un aumento della proliferazione cellulare. Osservazioni successive relative alla 
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capacità del prodotto del gene TP53 di cooperare con l‟oncogene Ras nella trasformazione dei 

fibroblasti di embrione di ratto, continuarono a sostenere l‟ipotesi che p53 fosse un oncogene 

dominante e che contribuisse, quindi, alla tumorigenesi, fornendo uno stimolo per la crescita 

cellulare quando iperespresso [3]. Solo nel 1989 Hinds PW et al. dimostrarono che in realtà 

molti degli studi in cui il gene TP53 era stato cotrasfettato con il gene Ras erano stati 

realizzati utilizzando la forma mutata del gene TP53. Quando questi esperimenti di 

cotrasfezione furono ripetuti con il cDNA del gene TP53 “wild type” (non mutato), non si 

verificò la trasformazione dei fibroblasti. Questi risultati permisero di stabilire, quindi, la vera 

natura di TP53, un gene oncosoppressore che normalmente inibisce la crescita cellulare. In 

realtà, alcune mutazioni che colpiscono questo gene possono, in taluni casi, dare origine a 

proteine p53 mutanti che non solo perdono la loro normale funzione di inibizione sulla 

proliferazione cellulare, ma che acquistano anche una nuova attività di tipo oncogenico, ossia 

stimolatoria nei confronti della crescita della cellula [4]. Questa particolare caratteristica di 

alcuni mutanti del gene TP53 ha reso più difficoltosa e più confusa la sua classificazione 

come gene oncosoppressore. 

 

1.1.2 Struttura della proteina p53  

La proteina umana p53 è codificata dal gene oncosoppressore TP53, localizzato sul 

cromosoma 17p13.1. Questo gene è composto da undici esoni (il primo dei quali non 

codificante), per una lunghezza complessiva di circa 20 Kb [5]. Il gene TP53 è espresso 

praticamente in tutti i tessuti ed è altamente conservato in tutte le specie di vertebrati. Il 

prodotto proteico del gene TP53 è una fosfoproteina nucleare composta da 393 aminoacidi 

(Peso Molecolare: 53 KDa), primariamente coinvolta nella regolazione della risposta cellulare 

allo stress genotossico, attraverso il controllo del ciclo cellulare, della riparazione del DNA, 

dell‟apoptosi e della senescenza. L‟attività multifunzionale della proteina p53 è insita nella 

intrinseca flessibilità della sua organizzazione quaternaria, resa possibile grazie alle peculiari 

caratteristiche dei suoi domini. Gli studi di cristallografia e spettroscopia NMR hanno 

permesso di isolare e caratterizzare tali domini distinguendoli in: una regione N-terminale 

detta di transattivazione (TAD, transactivation domain; residui 1-98), una regione ad alta 

affinità di legame per il DNA (DBD, DNA-binding domain; residui 98-303), una regione di 

localizzazione nucleare (resisui 303-323), una regione di oligomerizzazione (residui 323-363) 

e una regione C-terminale (CTD, C-terminal domain; residui 363-393) [6-7]. La regione N-

terminale consiste di due sub-domini di attivazione trascrizionale contigui (TADI e TADII) e 

una regione ricca in residui di prolina (PRD, prolin-rich-domain) [Figura 1a]. L‟attività 
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trascrizionale di p53 è modulata grazie al legame delle molecole target a livello della regione 

TAD. L‟analisi dei frammenti N-terminali di p53 complessati con altre proteine rivela la 

formazione di α-eliche, mentre studi su frammenti isolati non rivelano alcuna struttura 

terziaria definita [8]. Il dominio centrale (core domain; residui 102-292) all‟interno del DBD, 

implicato nel legame con il DNA, è stato studiato tramite cristallografia a raggi X e la sua 

struttura è stata risolta sia in forma isolata, che complessata con DNA e altre proteine. Questi 

studi strutturali hanno dimostrato che il dominio si organizza in un β-sandwich antiparallelo 

che coordina 2 loop che a loro volta prendono contatto con il DNA. Questi loop sono 

stabilizzati dallo ione zinco, a formare un motivo “loop-sheet-helix” [Figura 1b] [9]. 

Mutazioni all‟interno del dominio di legame al DNA hanno effetti deleteri sull‟attività di p53, 

comportando la perdita della sua attività trascrizionale e/o alterando l‟organizzazione 

strutturale di tale dominio. Il dominio di oligomerizzazione media la formazione di complessi 

omotetramerici della proteina p53, evento indispensabile per il corretto funzionamento della 

stessa. Tale dominio forma un tetrametro simmetrico di 20 kDa con una topologia costituita 

da un dimero di dimeri [Figura 1c]. Ognuno dei due dimeri principali è costituito da due 

eliche antiparallele collegate ad un β-foglietto antiparallelo. Un β-foglietto e un‟elica sono 

forniti da ogni monomero. L‟interfaccia tra i due dimeri che formano il tetrametro è mediata 

solamente dai contatti elica-elica. Il risultato finale è un insieme di quattro eliche simmetriche, 

con le eliche adiacenti orientate in senso antiparallelo le une con le altre e con i due β-foglietti 

antiparalleli collocati sulla faccia opposta della molecola [10]. Indicazioni relative 

all‟importanza del processo di oligomerizzazione per l‟esplicazione dell‟attività 

oncosoppressoria di p53, derivano principalmente dallo studio dei siti di legame della proteina 

al DNA cellulare. La caratterizzazione di tali siti all‟interno del genoma, ha evidenziato come 

ognuno di essi contenga due copie del decanucleotide 5‟Pu-Pu-Pu-C-(A/T)-(A/T)-G-Py-Py-

Py-3‟ separate da 0-13 coppie di basi con sequenza casuale. I siti che legano p53 hanno, 

quindi, un‟ovvia simmetria (quattro copie dell‟emisito 5‟- (A/T)-G-Py-Py-Py-3‟ sono 

orientate, a due a due, in direzione opposta a formare una struttura palindromica) [11]. Ciò 

suggerisce come la proteina p53 possa legarsi a questi siti sotto forma di tetramero; risultato, 

questo, confermato anche da studi biofisici che indicano che la proteina p53 in soluzione è 

tetramerica. Diversamente da altri fattori di trascrizione, p53 possiede, inoltre, un secondo 

dominio di legame al DNA che mappa nella regione C-terminale, caratterizzata 

prevalentemente da α-eliche [Figura 1d].  

 



87 

 

 

                                                                                      AL Okorokov. Curr Opin Struct Biol 19, 2009 

 

Figura 1. Struttura dei domini della proteina p53. (a) Dominio N-terminale di transattivazione (TAD, 

transactivation domain; residui 1-98); (b) Dominio centrale localizzato all‟interno del DBD (core domain; 

residui 102-292); (c) Dominio di oligomerizzazione (residui 323-363); (d) Dominio C-terminale (CTD, C-

terminal domain; residui 363-393).  

 

 

Tale dominio conferisce alla proteina p53 la capacità di formare complessi con sequenze non 

specifiche di DNA, stabilizzando probabilmente l‟interazione del dominio centrale della 

proteina con il DNA stesso e modulandone l‟attività di fattore trascrizionale. 

La conformazione della proteina p53 è strettamente correlata alla sua funzione: un‟alterazione 

di tale conformazione a causa, ad esempio, di eventi mutageni, può infatti comportare uno 

switch nella funzione di p53 da repressore della crescita cellulare a promotore della 

duplicazione cellulare. La struttura terziaria della proteina p53 sembra essere stabilizzata dalla 

chelazione di residui conservati di cisteina con ioni metallici, probabilmente con ioni zinco 

[12]. Due probabili regioni di legame per lo ione zinco (Cys135-X5-Cys141-X34-Cys176-

X2-His179 e Cys238-X3-Cys242-X32-Cys275-X1-Cys277), identificate nella proteina p53, 
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potrebbero formare un ponte tra i diversi domini e questo spiegherebbe come mutazioni 

lontane anche più di 150 aminoacidi risultino avere un effetto simile sulla struttura terziaria. 

Numerosi studi in vitro hanno, inoltre, contribuito a dimostrare come un altro fattore in grado 

di influenzare lo stato conformazionale di p53 e quindi la sua funzione biologica, sia 

rappresentato dalle modifiche post-traduzionali a cui viene esposta tale proteina, una volta 

indotta [13]. Lo stato di fosforilazione di p53 viene classicamente considerato come lo step 

cruciale per la sua stabilizzazione e attivazione. Una vasta gamma di differenti chinasi, tra cui 

ATM/ATR/CDK2/PKC, media l‟aggiunta di gruppi fosfato ai residui di serina di p53 [14]. E‟ 

stato dimostrato che i tetrametri della proteina p53 possono essere presenti in forma latente o 

attivata e che gli eventi di fosforilazione aumentano la capacità dei tetrameri in forma latente 

di legarsi al DNA, convertendoli nella forma attivata. In conclusione, la proteina p53 è un 

tetramero regolato in modo allosterico, normalmente presente in forma latente ma attivato 

reversibilmente in seguito a condizioni di stress cellulare [15]. 

 

1.1.3 Regolazione dei meccanismi di attivazione della proteina p53  

La proteina p53 è stata denominata “guardiano del genoma” a causa del suo ruolo centrale nel 

coordinare le risposte cellulari alle varie tipologie e livelli di stress, in termini di arresto del 

ciclo cellulare, riparo del DNA, apoptosi e senescenza. Il meccanismo primario attraverso cui 

p53 media tali risposte è rappresentato dall‟attivazione di una serie di geni target. La 

transattivazione p53-dipendente rappresenta quindi una caratteristica essenziale della risposta 

cellulare allo stress, sebbene alcuni effetti di p53 possano essere indotti indipendentemente 

dalla trascrizione genica. Recentemente sono stati annoverati 129 geni come target diretti di 

p53 benché, con molta probabilità, questo numero sia destinato a crescere; inoltre, il numero 

di geni la cui espressione risulta alterata indirettamente dopo induzione di p53 è dell‟ordine di 

migliaia. Quindi, considerando che, come fattore trascrizionale, p53 è in grado di modulare 

positivamente o negativamente un vasto numero di geni, il controllo della sua attività rende 

necessario un complesso network di meccanismi di regolazione. Tali meccanismi sono 

rappresentati principalmente da modifiche post-traduzionali cui va incontro la proteina sia in 

condizioni di omeostasi che di stress cellulare. E‟ stato infatti dimostrato che più di 36 

aminoacidi all‟interno della sequenza di p53 rappresentano potenziali target di modifiche 

biochimiche [16]. Il modello “classico” di induzione della proteina p53 consiste in tre fasi 

attivatorie sequenziali: 1) Stabilizzazione stress-dipendente di p53; 2) Legame sequenza 

specifico di p53 al DNA; 3) Attivazione dei geni target mediante interazione con il 

macchinario di trascrizione genica [Figura 2]. 
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Figura 2. Modello “ccllaassssiiccoo” di induzione della proteina p53. Il modello “classico” di induzione della proteina p53 consiste 

in tre fasi attivatorie sequenziali: 1) Stabilizzazione stress-dipendente di p53; 2) Legame sequenza specifico di p53 al DNA; 

3) Attivazione dei geni target mediante interazione con il macchinario di trascrizione genica. 

 

 

La prima fase è mediata da eventi di fosforilazione ATM/ATR-dipendenti a carico dei residui 

di serina 15 e 28 presenti all‟interno del dominio N-terminale di transattivazione della 

proteina p53. La fosforilazione di tali serine ha rappresentato una delle prime modifiche post-

traduzionali identificate a carico di p53. Tale evento comporta la stabilizzazione della proteina 

impedendone il legame con il suo principale inibitore, rappresentato da MDM2. In condizioni 

di omeostasi, infatti, p53 è caratterizzata da una ridotta emivita ed è presente all‟interno della 

cellula a livelli negligibili. Tali livelli sono mantenuti non solo grazie al controllo negativo 

della traduzione dell‟RNA messaggero (mRNA) di p53, evento reso possibile grazie al 

legame della proteina ribosomale L26 alla regione 5‟ non tradotta di tale mRNA, ma 

principalmente grazie all‟attività della proteina MDM2 [17]. Tale proteina lega p53 a livello 

del dominio N-terminale di transattivazione e inattiva p53 funzionando come ubiquitina-ligasi 

E3, promuovendone, quindi, la degradazione attraverso la via del proteasoma, dopo l‟aggiunta 

di molecole di ubiquitina [Figura 3]. MDM2 non ha in realtà un‟attività enzimatica intrinseca, 

ma coopera con gli enzimi UbcH5B e UbcH5C per l‟ubiquitinazione di p53, che si verifica 

prevalentemente a carico di residui di lisina presenti a livello dei domini di oligomerizzazione 

e C-terminale della proteina. MDM2 è in grado di indurre sia la monoubiquitinazione che la 

poliubiquitinazione di p53. Quale di questi eventi si verifichi dipende dai livelli di attivazione 

di MDM2. Bassi livelli di attivazione inducono la monoubiquitinazione di p53 e il suo esporto 

http://it.wikipedia.org/wiki/Ubiquitina
http://it.wikipedia.org/wiki/Ligasi
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nucleare, con successiva degradazione a livello dei proteasomi citosolici o deubiquitinazione 

e induzione della forma citosolica apoptoticamente attiva, mentre alti livelli ne promuovono la 

poliubiquitinazione e la degradazione sia a livello dei proteasomi citosolici che nucleari [18]. 

In realtà, sebbene i livelli della proteina p53 siano elevati in assenza di MDM2, p53 continua 

ad essere degradata in cellule murine MDM2
-/-

, suggerendo l‟esistenza di una via alternativa 

di degradazione MDM2-indipendente [19]. A tale proposito, è stato recentemente dimostrato, 

sia in colture tissutali che in esperimenti biochimici in vitro, il coinvolgimento di una serie di 

altre ligasi E3, tra cui COP1, Pirh2 e Arf-BP1, nel controllo dei livelli intracellulari di p53. 

Nonostante ciò, il ruolo dei meccanismi di degradazione MDM2-indipendente di p53, nella 

risposta allo stress cellulare, deve essere ancora delucidato.  

 

 

 

                                                                                                                 AN Bullock. Nat Rev Cancer 1, 2001 

 

Figura 3. Meccanismo di degradazione della proteina p53 MDM2-dipendente. L‟oncosoppressore MDM2 lega 

la proteina p53 a livello del dominio N-terminale di transattivazione e la inattiva funzionando come ubiquitina-

ligasi E3, promuovendone la degradazione attraverso la via del proteasoma, dopo l‟aggiunta di molecole di 

ubiquitina. 

http://it.wikipedia.org/wiki/Ubiquitina
http://it.wikipedia.org/wiki/Ligasi
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Sono diversi i livelli di regolazione che correlano la funzione di MDM2 alla stabilizzazione 

della proteina p53 durante la risposta allo stress. Il principale regolatore di MDM2 è 

rappresentato dall‟oncosoppressore ARF [20]. ARF è una proteina nucleolare in grado di 

stabilizzare p53 sia interferendo con il legame di p53 ad MDM2, sia inibendo direttamente 

l‟attività di ubiquitina-ligasi di MDM2. I ridotti livelli di ARF in condizioni di omeostasi sono 

infatti drammaticamente incrementati in condizioni di stress oncogenico, garantendo così il 

controllo della proliferazione cellulare attraverso il blocco del ciclo e l‟apoptosi p53-

dipendenti. Un altro regolatore di MDM2 è rappresentato dalla proteina MdmX (anche nota 

come MDM4) che, oltre alla sua capacità di interagire direttamente con p53, è in grado di 

stabilizzare MDM2 e promuovere la sua attività di ubiquitina-ligasi. Inoltre, lo stesso MDM2 

è sottoposto a regolazione mediante fosforilazione e acetilazione, entrambe modifiche in 

grado di favorire, a seconda del sito interessato e dell‟enzima coinvolto, sia l‟inibizione che 

l‟attivazione di MDM2.  

Una volta ridotta l‟efficacia del ruolo inibitorio di MDM2 nei confronti di p53 grazie agli 

eventi iniziali di fosforilazione a carico delle serine 15 e 28, un‟ulteriore fosforilazione della 

treonina in posizione 18 consente il legame della proteina PIN1 (una prolil-isomerasi) a p53 

con conseguente polimerizzazione dei domini PRD di p53, evento che riduce ulteriormente 

l‟affinità di legame con MDM2 e, nel contempo, determina l‟aumento dell‟affinità di legame 

con l‟acetil-trasferasi CBP/p300. Il legame covalente di un gruppo acetile ad un residuo di 

lisina rappresenta un evento primariamente identificato a carico degli istoni e l‟acetilazione 

istonica è nota avere un impatto importante sulla regolazione trascrizionale. p53 è stata 

identificata come prima proteina non istonica in grado di essere regolata funzionalmente dalle 

modifiche di acetilazione e deacetilazione. Tali eventi sono importanti per un efficiente 

reclutamento dei cofattori trascrizionali e per l‟attivazione dei geni target di p53 in vivo. 

L‟acetil-trasferasi CBP/p300 rappresenta il principale enzima acetilante di p53, sebbene 

recentemente sia stato dimostrato il coinvolgimento di differenti acetil-trasferasi, quali Tip60 

e hMof, nella regolazione dell‟attività di p53. I siti target di acetilazione sono rappresentati da 

una sequenza di 6 lisine presente nella regione C-terminale e dalle lisine in posizione 120 e 

164 presenti all‟interno del DBD. Una volta localizzate a livello dei promotori genici grazie al 

legame con la proteina p53, le acetil-trasferasi facilitano la trascrizione non solo agendo 

direttamente su p53 ma anche acetilando gli istoni presenti nelle vicinanze dei geni target, 

stabilendo in questo modo una conformazione cromatinica più flessibile. Le conseguenze 

funzionali dell‟acetilazione di p53 suggeriscono che il “timing” degli eventi di acetilazione 

delle differenti regioni della proteina risulta importante per una sua accurata regolazione e per 
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la determinazione del destino cellulare. In realtà, a complicare ulteriormente il modello 

relativo all‟attivazione di p53, bisogna ricordare che tale proteina rappresenta il target di 

numerose altre modifiche post-traduzionali, tra le quali: metilazione, sumonilazione e 

neddilazione, tutte coinvolte nel controllo della sua attività trascrizionale. Ad esempio, sono 

state identificate tre differenti metil-transferasi in grado di metilare i residui di lisina C-

terminali della proteina p53. La monometilazione mediata dalla metil-trasferasi Set7/9 a 

livello della lisina K372 promuove l‟attivazione di p53, in particolare favorendo la 

transattivazione di p21, mentre la monometilazione delle lisine K370 e K382 Smyd2- e 

Set8/PR-Set7-dipendenti reprime l‟attività di p53 [21]. Inoltre, a sostegno dell‟importanza 

degli eventi di metilazione nella regolazione di p53, vi è l‟osservazione che sia p53 sia gli 

istoni che circondano la proteina una volta legata al DNA, sono metilati a livello dei residui di 

arginina e che tale evento garantisce la specificità di legame di p53 ai promotori dei geni 

target attraverso una modifica dell‟affinità. 

Per ciascuna tipologia di risposta allo stress, almeno tre classi di geni sono attivate da p53. La 

prima classe di geni target protegge le cellule dai potenziali effetti deleteri, sulla vitalità 

cellulare, di un‟eccessiva attivazione di p53. Tali geni includono molecole come MDM2 o 

MdmX e la loro induzione è indipendente dall‟acetilazione di p53. La regolazione positiva 

dell‟espressione di MDM2 comporta un aumento della sua concentrazione intracellulare in 

relazione alla presenza di p53, con induzione, quindi, di un meccanismo di feedback negativo 

che permette una fine regolazione dell‟attività di p53 all‟interno della cellula [22]. La seconda 

classe di geni comprende molecole implicate nell‟induzione dell‟arresto della crescita 

cellulare, la cui attivazione rappresenta un evento fondamentale per garantire l‟inizio dei 

processi di riparazione del DNA cellulare danneggiato in seguito all‟esposizione ai fattori di 

stress. Tale evento richiede una parziale acetilazione della proteina p53. Il target principale di 

tale classe di geni è rappresentato da p21, una molecola di 165 aminoacidi appartenente alla 

famiglia degli inibitori delle cicline chinasi-dipendenti (CDK) che, attraverso il legame con il 

complesso CycE/CDK2, induce il blocco del passaggio dalla fase G1 alla fase S del ciclo 

cllulare [23]. Altri geni appartenenti alla seconda classe e regolati positivamente da p53 sono: 

il gene GADD45, la cui espressione indotta da danni al DNA dovuti a radiazioni ionizzanti è 

associata al blocco del ciclo cellulare in fase G1 mediato dall‟inibizione della formazione del 

complesso CycB/Cdc2, e il gene TP53 stesso. Infine, la terza classe di geni indotti è costituita 

dai regolatori del processo apoptotico, rappresentati principalmente da PUMA, Bax, NOXA e 

APAF-1. Dal momento che l‟induzione del processo apoptotico, che si verifica qualora la 

cellula non sia stata in grado di riparare efficacemente il danno a carico del DNA, rappresenta 



93 

 

un evento irreversibile, la sua piena attivazione presuppone che: tutti i coattivatori chiave 

siano stati reclutati; p53 sia completamente acetilato e che i corepressori (MDM2 e MdmX) 

siano stati completamente allontanati dai promotori target. In realta, come vedremo in seguito, 

l‟induzione dell‟apoptosi non rappresenta l‟unico meccanismo attraverso cui p53 è in grado di 

indurre l‟eliminazione di cellule caratterizzate da lesioni genetiche irreparabili. Un altro 

importante meccanismo è infatti rappresentato dalla senescenza cellulare, un processo meno 

noto da un punto di vista molecolare, ma altrettanto efficace nella soppressione della crescita 

di cellule pre-cancerose.  

E‟ stato recentemente dimostrato come la proteina p53 sia in grado non solo di attivare ma 

anche di reprimere la trascrizione genica, sebbene i meccanismi di transrepressione così come 

i target transrepressi non siano ancora del tutto compresi. Sembrerebbe che p53 regoli 

negativamente quei geni la cui espressione risulta controllata da promotori che contengono 

sequenze TATA-box o CAAT-box, probabilmente interagendo con i fattori trascrizionali che 

si legano a tali sequenze e/o reclutando enzimi deacetilanti (DACs) a livello di tali promotori 

[24]. E‟ stato ad esempio osservato come la soppressione della crescita indotta da p53 sia 

accompagnata dalla diminuzione dell‟espressione del gene PCNA, codificante per l‟Antigene 

Nucleare della Proliferazione Cellulare, una proteina nucleare che agisce come cofattore della 

DNA polimerasi δ. Anche l‟espressione dell‟oncogene B-myb e del gene per la DNA 

polimerasi α diminuiscono in relazione al blocco del ciclo cellulare mediato da p53. Si ritiene 

che p53 controlli l‟espressione del gene B-myb direttamente e che la proteina prodotta da tale 

oncogene regoli a sua volta la trascrizione del gene PCNA e del gene per la DNA polimerasi 

α [25]. Inoltre, p53 potrebbe reprimere l‟espressione genica indirettamente, ovvero attraverso 

la transattivazione di geni codificanti microRNA, regolatori negativi della trascrizione. 

A complicare ulteriormente il modello relativo ai meccanismi di transattivazione e 

transrepressione mediati dalla proteina p53 vi è poi la difficoltà di predire e identificare la 

totalità dei geni da essa modulati considerando che: 1) non tutte le sequenze consenso 

riconosciute da p53 a livello dei promotori genici sono occupate da tale proteina durante la 

risposta allo stress cellulare; 2) non tutte le regioni del DNA cui p53 si associa una volta 

indotto sono conformi alle sequenze consenso per p53; 3) non tutti i geni nelle vicinanze dei 

siti di legame per p53 sono modulati positivamente come conseguenza di tale legame; 4) la 

presenza di repressori della trascrizione genica potrebbe contrastare l‟attività di 

transattivazione di p53 [26].  

Una volta mediata la sua azione, la proteina p53 deve essere naturalmente sottoposta ad un 

controllo negativo. A tale scopo, uno dei principali eventi di modulazione negativa è 
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rappresentato dalla sua deacetilazione, catalizzata da una serie di complessi di istone-

deacetilasi (HDACs) contenenti HDAC1 o Sir2α /Sirt1 [27]. Le reazioni di deacetilazione si 

verificano piuttosto rapidamente, una volta che l‟attivazione trascrizionale p53-dipendente 

non è più richiesta, e il ripristino dei livelli normali di p53 all‟interno della cellula, dopo il 

completamento del riparo del DNA, è cruciale per il ritorno alla normale omeostasi. Una delle 

principali conseguenze della deacetilazione di p53 è quella di rendere la proteina suscettibile 

all‟ubiquitinazione MDM2-dipendente, dal momento che l‟acetilazione di p53 inibisce tale 

evento, come dimostrato sia in vitro che in vivo [28].  

Nel complesso, il modello “classico” di attivazione di p53 consiste quindi nella 

stabilizzazione stress-indotta della proteina, seguita da un intricato network regolatorio 

finalizzato all‟induzione del legame al DNA e al controllo dell‟espressione dei geni target. In 

realtà, recenti studi genetici effettuati mediante l‟introduzione di mutazioni puntiformi nella 

sequenza di TP53, hanno rivelato aspetti relativi alla regolazione della proteina, che non 

possono essere spiegati sufficientemente secondo il modello “classico”. E‟ stata di 

conseguenza proposta l‟esistenza di una ridondanza regolatoria tra le modifiche post-

trasduzionali di p53 che assicurerebbe il controllo appropriato della proteina in risposta ai 

diversi stimoli di stress e alle loro differenti intensità, e che quindi assicurerebbe l‟appropriata 

specificità tissutale. Tali osservazioni hanno inoltre condotto a ridefinire il modello “classico” 

di attivazione di p53 mediante l‟introduzione di un‟ulteriore fase rappresentata dagli eventi di 

antirepressione a carico della proteina, eventi che avverrebbero a seguito della sua 

stabilizzazione e prima dell‟attivazione trascrizionale dei geni target e contribuirebbero 

all‟induzione della proteina p53 in relazione all‟insieme di tutte le modifiche post-traduzionali 

a suo carico [Figura 4]. L‟introduzione di tale fase deriva dall‟osservazione che gli inibitori 

MDM2 e MdmX sono in grado di legare p53 anche a livello dei promotori dei geni target, 

nascondendo il suo dominio di transattivazione al complesso di trascrizione. 

Conseguentemente, MDM2 e MdmX non solo mediano la degradazione di p53 attraverso la 

via del proteasoma, ma agiscono anche reprimendone direttamente l‟attività di fattore 

trascrizionale [29]. Tale osservazione ha indotto a supporre che p53 sia probabilmente 

intrinsecamente attivo all‟interno della cellula e che necessiti di una continua repressione. Il 

legame di p53 ai suoi repressori a livello del DNA viene principalmente regolato da eventi di 

fosforilazione e acetilazione a carico di residui aminoacidici chiave. Naturalmente, gli eventi 

di antirepressione, da soli, garantiscono solo l‟attivazione di geni altamente responsivi come 

quelli coinvolti nel blocco del ciclo cellulare, ma risultano insufficienti per l‟induzione dei 

geni mediatori dell‟apoptosi, i cui promotori, infatti, sono legati da p53 a bassa affinità, per 
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cui tale evento richiederebbe modifiche post-traduzionali addizionali di p53. Di conseguenza, 

un segnale di stress dovrebbe indurre un arresto reversibile del ciclo cellulare mentre la 

risposta apoptotica irreversibile richiederebbe eventi stimolatori addizionali.  

 

 

 

                      11.. Stabilization                              22.. Antirepression                  33.. Promoter-specific activation  
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Figura 4. Modello “rriiffiinniittoo” di attivazione della proteina p53. L‟osservazione dell‟esistenza di aspetti relativi 

alla regolazione della proteina p53 che non possono essere spiegati sufficientemente secondo il modello 

“classico” di attivazione ha condotto a ridefinire tale modello mediante l‟introduzione di una ulteriore fase 

rappresentata dagli eventi di antirepressione a carico della proteina p53. Questi eventi avverrebbero a seguito 

della stabilizzazione di p53 e prima dell‟attivazione trascrizionale dei geni target e contribuirebbero 

all‟induzione della proteina in rapporto all‟insieme di tutte le modifiche post-traduzionali a suo carico. 
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1.1.4 Ruolo della proteina p53 nella soppressione tumorale 

La proteina p53, grazie alla sua capacità di avvertire la presenza di un danno a carico del 

DNA con conseguente induzione dell‟arresto del ciclo cellulare e della riparazione del DNA 

o, nel caso in cui il danno sia esteso, promozione dell‟apoptosi o della senescenza, svolge un 

ruolo cruciale nella soppressione tumorale, prevenendo l‟espansione di cellule anormali 

potenzialmente cancerose. A sostegno dell‟importanza di p53 nel controllo della tumorigenesi 

è stato infatti dimostrato che oltre il 50% di tutti i tumori umani presentano mutazioni del 

gene TP53 e che alterazioni genetiche a carico di proteine che regolano o mediano l‟attività di 

p53 si riscontrano in buona parte della restante metà dei tumori; il gene MDM2, ad esempio, è 

amplificato in almeno il 7% dei tumori umani p53 negativi [30]. Inoltre, i pazienti affetti dalla 

sindrome di Li-Fraumeni, una rara patologia ereditaria a carattere autosomico dominante il cui 

difetto genetico è rappresentato, nella maggior parte dei casi, dalla presenza di una mutazione 

somatica a carico di uno dei due alleli del gene TP53, sono caratterizzati da un‟elevata 

predisposizione allo sviluppo di tumori multipli in età precoce.  

I principali meccanismi antitumorali mediati dalla proteina p53 sono rappresentati 

dall‟apoptosi e dalla senescenza cellulare. L‟apoptosi è un processo coinvolto 

nell‟eliminazione di cellule ad alto rischio di trasformazione neoplastica mentre la senescenza 

cellulare opera da barriera della tumorigenesi mediante l‟induzione di un arresto irreversibile 

del ciclo cellulare. p53 agisce direttamente o indirettamente e a multipli livelli nell‟induzione 

dell‟uno o dell‟altro processo. L‟apoptosi è un fenomeno universale negli organismi 

multicellulari ed è alla base di processi fondamentali come l‟organogenesi, l‟omeostasi 

tissutale e la selezione negativa dei cloni linfocitari autoreattivi. Viene normalmente indotta 

dai processi di controllo dello sviluppo ma anche insulti tossici per la cellula sono alla base 

della sua induzione. La proteina p53 è in grado di attivare la via apoptotica sia in modo 

trascrizione-dipendente che indipendente. Quest‟ultimo meccanismo sarà esaminato nel 

sottoparagrafo successivo relativo alle funzioni citoplasmatiche della proteina p53, mentre per 

quanto riguarda l‟induzione dell‟apoptosi in modo trascrizione dipendente, tale processo 

consiste essenzialmente nella transattivazione di target pro-apoptotici mediatori sia della via 

intrinseca che estrinseca del processo di morte cellulare. Nell‟ambito dei target coinvolti nella 

via intrinseca possono essere annoverati i geni codificanti le molecole appartenenti alla 

famiglia Bcl-2, quali Bax e le proteine BH3-only (Bid, PUMA, NOXA) che possono fungere 

da attivatori o derepressori dei fattori pro-apoptotici e OKL38, un oncosoppressore in grado di 

localizzarsi a livello mitocondriale e favorire il rilascio del Citocromo c. Per quanto riguarda i 

target coinvolti nella via estrinseca, p53 induce l‟espressione dei recettori e dei ligandi di 
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morte cellulare quali DR5 e CD95, TRAIL e FasL, rispettivamente. p53 è inoltre in grado di 

attivare la trascrizione dei geni codificanti per i componenti del macchinario effettore 

dell‟apoptosi, rappresentati da APAF-1 e le Caspasi 6 e 8, e per fattori meno noti come la 

proteina PIG-3, che induce stress ossidativo e causa un aumento dei radicali reattivi 

dell‟ossigeno, e IGF-BD (Insulin Growth Factor-Binding Protein), che a sua volta compete 

per il legame con il recettore del fattore di crescita insulinico 1 (IGF1R), bloccando la via di 

trasduzione dei segnali di sopravvivenza trasmessi da questo recettore in presenza di IGF1. 

Contemporaneamente, p53 reprime la trascrizione di proteine anti-apoptotiche come Bcl-2, 

Bcl-XL, la proteina ARC che contrasta le funzioni apoptotiche di PUMA e Bad, la Survivina 

e la Galectina-3, un inibitore del rilascio di Citocromo c mitocondriale [31]. E‟ importante 

sottolineare che l‟apoptosi mediata da p53 agisce non solo come meccanismo di difesa per 

proteggere l‟organismo dalla propagazione di cloni cellulari con mutazioni permanenti, ma è 

anche coinvolto nella modulazione dell‟attività citotossica di diversi farmaci antitumorali. 

Studiando la relazione esistente tra l‟attività di p53 e la sensibilità o resistenza a vari agenti 

antitumorali è stato dimostrato che tale proteina è necessaria per la morte cellulare 

programmata indotta indirettamente da questi farmaci. Le cellule tumorali con mutazioni del 

gene TP53 potrebbero, di conseguenza, diventare resistenti agli agenti antitumorali con 

peggioramento della prognosi del paziente. 

In realtà, diverse evidenze indicano che funzioni mediate da p53 e diverse dall‟apoptosi sono 

ugualmente importanti nella soppressione tumorale. E‟ stato ad esempio osservato che topi 

PUMA
-/-

 sono protetti dalla tumorigenesi sebbene caratterizzati dalla compromissione di uno 

dei principali mediatori apoptotici di p53. Inoltre, topi esprimenti proteine p53 mutanti 

contraddistinte da perdita della capacità di induzione della morte cellulare ma da preservata 

capacità di induzione dell‟arresto della crescita, non sviluppano, nella maggior parte dei casi, 

tumori. Tale osservazione ha consentito di identificare il blocco del ciclo come ulteriore 

meccanismo mediato dalla proteina p53, efficace nella soppressione della crescita di cellule 

pre-cancerose. Comunque, un arresto transiente della crescita potrebbe essere rischioso, se il 

potenziale oncogenico cellulare non fosse contrastato e la cellula riprendesse a proliferare; di 

conseguenza, la risposta più appropriata consiste nell‟arresto irreversibile della crescita, noto 

con il termine di “Senescenza cellulare” [32]. L‟accorciamento dei telomeri è un meccanismo 

universale utile a eliminare il potenziale proliferativo delle cellule normali a seguito di 

estensivi cicli di divisioni cellulari. Tale processo è noto come “Senescenza Replicativa” ed è 

stato ipotizzato che l‟erosione telomerica oltre un limite definito, possa comportare 

l‟attivazione di una risposta al danno a carico del DNA associata all‟induzione della via 
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ATM/ATR-p53 e all‟arresto del ciclo cellulare. In realtà, è stata recentemente dimostrata 

anche l‟esistenza di una forma di senescenza nota con il termine di “Senescenza Accelerata” o 

“Senescenza Prematura” che risulta indipendente dall‟accorciamento telomerico ma viene 

indotta dalla risposta delle cellule a condizioni di stress [33]. In ogni caso, le cellule che non 

sono in grado di andare incontro a senescenza e continuano a proliferare nonostante siano 

caratterizzate da telomeri disfunzionali o siano sottoposte a condizioni di stress, acquistano, di 

conseguenza, aberrazioni cromosomiche che possono comportare la loro trasformazione 

maligna. La senescenza rappresenta quindi un meccanismo evolutivamente conservato di 

soppressione tumorale, che agisce come barriera naturale all‟immortalizzazione cellulare. La 

proteina p53 è in grado di controllare la senescenza cellulare sia dipendente che indipendente 

dall‟accorciamento telomerico. I principali segnali induttori di senescenza attraverso la via di 

p53 indipendente dall‟accorciamento telomerico, sono rappresentati da: danno al DNA; 

attivazione inappropriata di oncogeni (es: Ras, RUNX1 e RUNX1-ETO); stress ossidativo, 

deplezione di chaperoni molecolari (es: Hsp70) e attività di farmaci chemioterapici (es: 

Ciclofosfamide; Etoposide) [34]. I meccanismi responsabili dell‟attivazione di p53 nelle 

cellule senescenti sono solo parzialmente compresi, sebbene le evidenze molecolari stiano 

crescendo. Tra le cause di attivazione identificate sinora, l‟incremento dell‟espressione 

dell‟oncosoppressore ARF, che agisce inibendo la regolazione negativa MDM2-dipendente di 

p53, e l‟attivazione dell‟oncosoppressore PML che interagisce con l‟acetiltrasferasi CBP/p300 

stabilizzando indirettamente p53 mediante la sua acetilazione [35-36]. Anche i meccanismi 

attraverso cui p53 induce la senescenza sono attualmente incompresi. L‟induzione di p21 

risulta importante per la senescenza indotta dal danno al DNA tanto quanto lo è per 

l‟induzione dell‟arresto transiente della crescita, sebbene quale meccanismo sia alla base della 

decisione tra l‟arresto definitivo o transiente della crescita, attraverso l‟attivazione di p21, non 

sia stato ancora del tutto delucidato. E‟ stato suggerito che un efficiente riparo del DNA 

comporti l‟inibizione della via p53-p21, consentendo la progressione nel ciclo cellulare, 

mentre lesioni irreparabili del DNA sostengano l‟attivazione della via ATM/ATR-p53-p21 

con acquisizione del fenotipo di senescenza. p53 sembra inoltre indurre la senescenza 

cellulare anche attraverso la regolazione dell‟espressione dell‟attivatore del plasminogeno 

(PAI-1), un noto marcatore di senescenza, e del gene MIC-1, codificante una citochina della 

famiglia del TGF-β [37]. Una volta attivata, p53 può indurre, quindi, a seconda delle 

circostanze, l‟apoptosi o l‟arresto irreversibile del ciclo cellulare. Tuttavia, non è ancora del 

tutto chiaro quali meccanismi siano alla base della scelta di un destino cellulare di morte o 

senescenza, sebbene la loro conoscenza potrebbe essere importante per modulare la risposta di 
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p53 nelle cellule tumorali. Per la comprensione di tali meccanismi è necessario considerare la 

tipologia di stress cellulare, la sua durata e intensità, quindi lo stato quantitativo e qualitativo 

della proteina p53 in termini di conformazione, localizzazione, stabilità e attività, 

caratteristiche che a loro volta dipendono sia da modifiche post-traduzionali a carico di p53 

sia da interazioni dirette proteina-proteina. E‟ stato ad esempio dimostrato che l‟acetilazione 

della lisina 120, presente all‟interno del DBD di p53, da parte delle acetil-trasferasi Tip60 e 

hMOF, favorisce l‟induzione dell‟apoptosi e che la prevenzione di tale evento si associa ad 

una selettiva riduzione della transattivazione dei geni pro-apoptotici Bax e PUMA [38]. Lo 

stesso effetto ha la fosforilazione della serina 46 di p53 mediata dalle chinasi p38, DYRK2 o 

HIPK2, grazie all‟induzione di un cambio conformazionale che consente a p53 di dissociarsi 

dall‟inibitore dell‟apoptosi iASPP e allo stesso tempo altera la specificità di legame di p53 ai 

promotori e co-attivatori specifici per l‟apoptosi quali p63, p73 e STAT1 [39]. Inoltre, in un 

recente studio è stato dimostrato come l‟acetilazione della lisina 320 PCAF-mediata causi 

l‟ipofosforilazione dei residui N-terminali di p53 consentendo l‟induzione di p21, mentre 

l‟acetilazione della lisina 373 induca la fosforilazione dei residui N-terminali della proteina 

con attivazione dei geni pro-apoptotici [40]. Sembrerebbe poi che l‟attivazione di alcuni 

oncogeni, come MYC, sia coinvolta nell‟induzione preferenziale dell‟apoptosi ARF/p53-

dipendente attraverso la soppressione specifica del promotore di p21; mentre l‟oncogene Ras 

rappresenta, ad esempio, un tipico mediatore di senescenza nei fibroblasti primari [41-42]. 

Infine, l‟attivazione dell‟uno o dell‟altro meccanismo di soppressione tumorale sarebbe 

influenzata dal tipo di cellula interessata. Ad esempio, le cellule linfoidi sono intrinsecamente 

predisposte ad andare incontro all‟apoptosi, contrariamente ai fibroblasti e alle cellule 

epiteliali che vanno normalmente incontro a senescenza. 

Considerando la complessità dei meccanismi alla base dell‟induzione dei diversi processi di 

soppressione tumorale all‟interno delle cellule, acquisire una maggiore conoscenza dei 

determinanti molecolari alla loro base diviene quindi particolarmente importante per il 

disegno di strategie terapeutiche antineoplastiche. 

 

1.1.5 Funzioni citoplasmatiche della proteina p53 

In aggiunta alle sue funzioni nucleari di attivatore trascrizionale, p53 possiede, in realtà, 

anche attività biologiche citosoliche trascrizione-indipendenti. E‟ stato osservato che 

l‟overespressione di una forma mutata del gene TP53, caratterizzata dalla mancanza della 

maggior parte del DBD e completamente inefficiente nella funzione di transattivazione, può 

ancora essere associata all‟induzione del processo apoptotico. Similmente, l‟attivazione di 
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p53 risulta nell‟apoptosi anche in cellule caratterizzate dall‟assenza del nucleo o in condizioni 

di parziale o totale blocco trascrizionale [43]. L‟abilità di p53 di indurre la via apoptotica in 

maniera indipendente dalla trascrizione genica è una conseguenza degli effetti 

dell‟associazione di tale proteina alla membrana mitocondriale. Una serie di differenti 

condizioni di stress cellulare, tra cui l‟esposizione a radiazioni ionizzanti, stimolano, infatti, la 

rapida traslocazione di p53 sulla superficie esterna della membrana mitocondriale (MOM), a 

livello della quale p53 induce una variazione di permeabilità, causando il rilascio di fattori 

pro-apoptotici dallo spazio trasmembrana mitocondriale [44]. La permeabilizzazione della 

MOM (MOMP) è solitamente inibita dal legame di molecole anti-apoptotiche appartenenti 

alla famiglia Bcl-2 (quali: Bcl-2, Bcl-XL e Mcl1) e, al contrario, attivata da molecole 

appartenenti alla stessa famiglia, ma con funzione pro-apoptotica (Bim, Bak e Bax). In 

relazione alla loro affinità ai componenti della famiglia Bcl-2, una serie di proteine pro-

apoptotiche “BH3-only” (come PUMA e NOXA) è in grado di interagire direttamente con 

Bax o Bak inducendone l‟omo-oligomerizzazione, favorendo in questo modo la MOMP e/o 

contrastando l‟attività dei fattori anti-apoptotici. Una serie crescente di evidenze ha 

dimostrato come in condizioni pro-apoptotiche p53 si comporti, a livello citosolico, come una 

proteina “BH3-only”, funzionando da attivatore diretto di Bax e Bak o da derepressore. Sono 

stati proposti due diversi modelli relativi all‟azione di p53 a livello mitocondriale. Secondo il 

primo modello, p53 in condizioni di omeostasi è sequestrata, a livello della MOM, dalle 

proteine anti-apoptotiche Bcl-2 e Bcl-XL. I segnali di stress cellulare inducono il rilascio del 

legame di p53 dai fattori anti-apoptotici grazie all‟azione di spiazzamento esercitata dalla 

proteina PUMA. In questo modo p53 può essere attivata e può associarsi alle proteine Bax e 

Bak, inducendo la loro oligomerizzazione, con conseguente aumento della permeabilità 

mitocondriale e rilascio del Citocromo c [45]. In base al secondo modello, invece, p53 è in 

grado di legare esclusivamente Bcl-2 e Bcl-XL; questo legame permette a Bak e Bax di 

sganciarsi da Bcl-2 e Bcl-XL, dalle quali sono inattivate all‟interno delle cellule, in condizioni 

normali. L‟azione di p53 diventa in tal caso quella di inattivare Bcl-2 e Bcl-XL, in modo tale 

che Bak e Bax possano a loro volta essere attivate dalla forma tronca di Bid (tBid), un fattore 

pro-apoptotico che induce la loro oligomerizzazione, con conseguente formazione dei pori 

sulla membrana mitocondriale esterna [46]. Quindi, secondo il primo modello p53 si 

comporterebbe, al pari di Bid, come un attivatore dell‟apoptosi, in quanto in grado di legare 

direttamente Bax e Bak; in base al secondo modello, invece, p53 si comporterebbe, al pari di 

Bad, come un sensibilizzatore dell‟apoptosi, in quanto in grado di legare direttamente solo 

Bcl-2 e Bcl-XL e, quindi, di attivare solo indirettamente Bak e Bax. In realtà, gli effetti 
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citoplasmatici pro-apoptotici di p53 sono trascrizione-indipendenti solo in parte, in quanto il 

controllo della trascrizione mediato da p53 contribuisce decisivamente alle sue funzioni 

citoplasmatiche. Infatti, senza la regolazione dell‟espressione di MDM2 da parte di p53, il 

sistema non sarebbe in grado di rispondere ai fattori di stress cellulare in quanto p53 non 

potrebbe stabilizzarsi e accumularsi a livello sia citosolico che nucleare. Inoltre, anche la 

proteina PUMA rappresenta un target dell‟attività di transattivazione di p53, senza il quale 

p53 non potrebbe contrastare il sequestro citoplasmatico mediato da Bcl-2 e Bcl-XL. In 

conclusione, le due vie di induzione dell‟apoptosi trascrizione-dipendente e trascrizione-

indipendente sono strettamente correlate, e quindi, mutazioni del gene TP53 in cellule 

neoplastiche hanno la potenzialità di abolire contemporaneamente entrambe le attività.  

Un‟ulteriore funzione della proteina p53 citoplasmatica è rappresentata dalla capacità di 

controllare il fenomeno dell‟autofagia, ovvero il sequestro e la successiva digestione, da parte 

delle cellule, di porzioni del citoplasma, finalizzata all‟adattamento a condizioni di stress così 

come alla rimozione di strutture citosoliche danneggiate e quindi potenzialmente dannose. Dal 

momento che l‟autofagia ha un ruolo essenziale nel mantenimento della stabilità genomica, 

l‟inibizione dell‟autofagia rappresenta un evento oncogenico. Sebbene p53 sia in grado di 

transattivare geni induttori di autofagia come DRAM e le Sestrine 1 e 2, livelli normali di p53 

mediano invece un segnale tonico inibitorio nei confronti dell‟autofagia. La soppressione 

dell‟autofagia è mediata dalla proteina p53 citoplasmatica attraverso il blocco dell‟attività 

della chinasi AMP-dipendente, un regolatore positivo dell‟autofagia, e l‟induzione di mTOR, 

un target della Rapamicina con funzione di regolatore negativo dell‟autofagia. E‟ stato 

proposto un modello secondo cui l‟inibizione dell‟autofagia e l‟induzione della MOMP 

costituiscono una risposta coordinata finalizzata a facilitare l‟attivazione della morte cellulare. 

L‟autofagia, infatti, attraverso la rimozione dei mitocondri danneggiati o permeabilizzati, 

contrasta gli effetti letali della MOMP, per cui, la sua inibizione mediata da p53 potrebbe 

facilitare l‟esecuzione della morte cellulare tramite MOMP. Non sono tuttavia ancora chiari i 

meccanismi attraverso cui p53 possa passare dalla sua funzione basale di inibitore 

dell‟autofagia a quella di induttore della MOMP a livello citoplasmatico [47]. Potrebbe 

apparire paradossale che livelli citoplasmatici normali di p53 inibiscano l‟autofagia, 

considerando che tale evento è essenzialmente oncogenico. In realtà, tale paradosso può 

essere risolto prendendo in considerazione l‟osservazione che la maggior parte delle forme 

mutate di p53, che ha quindi perso la sua attività di transattivazione genica, è ancora in grado 

di inibire l‟autofagia. Di conseguenza, nei casi in cui p53 non è più in grado di esercitare la 

sua azione di fattore pro-apoptotico, la soppressione dell‟autofagia può diventare 
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sostanzialmente dannosa, promuovendo la progressione tumorale. Questo potrebbe 

contribuire alla potente azione oncogenica di alcuni mutanti, difficilmente spiegabile 

considerando esclusivamente la mera inibizione delle capacità oncosoppressive di p53. 

Gli effetti della proteina p53 citoplasmatica e di quella nucleare sono determinati da una serie 

di modificazioni post-traduzionali, che stabiliscono il destino della proteina modulandone 

l‟interazione con altri fattori e/o lo spostamento da un compartimento cellulare all‟altro. E‟ 

stato dimostrato che la poli(ADP)ribosilazione di p53 comporta un accumulo nucleare della 

proteina; al contrario, la sua monoubiquitinazione da parte di MDM2 induce un esporto 

nucleare della proteina che, una volta giunta a livello dei mitocondri, può essere 

deubiquitinata dall‟enzima mitocondriale HAUSP trasformandosi nella forma citosolica 

apoptoticamente attiva. Altre modificazioni post-traduzionali di p53, come la fosforilazione 

delle serine C-terminali, possono stimolare l‟esporto nucleare e/o l‟associazione alla MOM. 

Inoltre, è stato osservato che il fattore trascrizionale Foxo3a promuove l‟accumulo 

citoplasmatico di p53, aumentando il suo esporto nucleare. Infine, la proteina p53 nucleare 

risulta acetilata, mentre la forma citoplasmatica è normalmente deacetilata. Ulteriori studi 

sarebbero comunque utili al fine di chiarire meglio quali modifiche post-traduzionali di p53 

determinano la sua attività pro-MOMP o anti-autofagia. 

 

1.1.6 Ruolo dei microRNA nel controllo dell’attività della proteina p53 

Fino a poco tempo fa, si riteneva che i componenti del network di p53 fossero rappresentati 

esclusivamente da geni codificanti prodotti proteici, inclusi quelli coinvolti nella regolazione 

dell‟attività di p53, sia a monte che a valle, e nella sua mediazione. Recenti studi hanno 

invece dimostrato che l‟oncosoppressore p53 è in grado di modulare anche l‟espressione di 

una serie di microRNA (miR), tra i quali un ruolo primario è stato attribuito alla famiglia dei 

miR34. L‟identificazione di tali miR come componenti della via di p53 ha rappresentato la 

prima rivelazione dell‟esistenza di una correlazione tra proteine e RNA non codificanti, 

nell‟ambito della soppressione tumorale. I miR sono una classe di piccoli RNA ad attività 

regolatoria coinvolti nel silenziamento post-trascrizionale di specifici mRNA target. La 

famiglia dei miR34 comprende un insieme di microRNA (mir34-a, mir34-b e mir34-c) 

altamente conservati da un punto di vista evolutivo, direttamente indotti da p53 in risposta 

alla presenza di un danno a carico del DNA o in condizioni di stress oncogenico [48]. Sia 

stimoli di natura esogena che endogena sono infatti in grado di indurre l‟espressione dei 

miR34, secondo una modalità p53-dipendente, in sistemi cellulari in vitro e in tessuti animali. 

Tale induzione non dipende da sintesi proteica de-novo, ma dalla presenza di siti di legame 
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intatti per la proteina p53 a livello dei promotori genici dei miR34 [49]. La cinetica e 

l‟intensità di induzione dell‟espressione di tali miR sono paragonabili a quelle di altri target 

canonici di p53, come p21. E‟ stato dimostrato che l‟espressione ectopica di tali miR 

ricapitola gli effetti di p53, con induzione dell‟arresto della crescita o dell‟apoptosi, attraverso 

l‟abilità di reprimere l‟espressione di geni proliferativi e anti-apoptotici. In particolare, 

l‟overespressione del miR34-a in fibroblasti primari e in alcune linee tumorali, causa un 

significativo arresto del ciclo cellulare, evidente dall‟incremento di cellule in fase G1 e 

diminuzione in fase S. Inoltre, a seconda del tipo cellulare, l‟overespressione ectopica del 

miR34-a è in grado di indurre senescenza, come avviene in fibroblasti primari di polmone 

umano, o apoptosi, come nel caso della maggior parte delle linee tumorali [50]. Ad ogni 

modo, data la potenzialità dei miR di riconoscere molteplici target a causa della capacità di 

appaiamento imperfetto di basi, gli effetti pleiotropici del miR34-a potrebbero semplicemente 

riflettere il vasto spettro di mRNA disponibili come target all‟interno di un dato sistema 

cellulare. Approcci bioinformatici e sperimentali sono stati impiegati per identificare i target 

attraverso cui i miR34 contribuiscono all‟attività di p53: gli studi di espressione genica hanno 

rivelato che l‟attivazione di tali miR è in grado di causare la downmodulazione di centinaia di 

mRNA, rappresentati soprattutto da quelli codificanti i regolatori del ciclo cellulare quali 

CDK4, CDK6, la ciclina E2, i fattori trascrizionali E2F1/3 e Notch1. A differenza dei geni 

proliferativi, i geni anti-apoptotici non sono particolarmente rappresentati nell‟insieme dei 

target dei miR34; tuttavia Bcl-2, un regolatore negativo dell‟apoptosi, risulta downregolato 

dai miR34 in svariati tipi cellulari, confermando il ruolo di tali miR nell‟apoptosi indotta da 

p53 [51].  

La scoperta del contributo dei miR34 alla regolazione dell‟attività di p53 ha condotto ad 

intraprendere numerosi studi finalizzati all‟identificazione di eventuali ulteriori miR target di 

p53. E‟ stata in questo modo individuata una dozzina di miR caratterizzati da pattern di 

espressione indicativi di una regolazione mediata da p53, sebbene solo un numero esiguo di 

essi è stato confermato quale target della proteina in studi multipli. Tra i suddetti miR vanno 

inclusi: i miR15 e 16, coinvolti nella regolazione post-trascrizionale di Bcl-2; let7, modulatore 

negativo di Ras e del miR221 che a sua volta downmodula l‟inibitore delle CDK p27 e i 

miR372 e 373, che contrastano la senescenza p53-dipendente indotta dall‟oncogene Ras [52]. 

In accordo con il loro ruolo nel controllo dell‟attività di p53, i miR34 rappresentano frequenti 

target di eventi di mutagenesi nell‟ambito delle patologie tumorali. Ridotti livelli di tali miR 

sono stati riscontrati sia in tumori umani che in linee tumorali in vitro. Sebbene infatti la 

pressione selettiva per l‟acquisizione di delezioni a carico dei geni codificanti i miR34 sia 
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alleviata dall‟elevata frequenza di mutazioni a carico del gene TP53, tale evento è stato 

riportato in diversi forme tumorali umane TP53 wild-type. Ad esempio, la regione 1p36 su cui 

mappa il gene codificante il miR34-a, rappresenta un sito di frequente delezione eterozigote. 

Recentemente un altro gene presente all‟interno di tale regione, codificante la proteina 

cromodominio CHD5, è stato implicato nell‟attività oncossoppressiva del suddetto locus. E‟ 

stato proposto che CHD5 agisca a monte di p53 regolandone l‟espressione, in risposta a 

diverse condizione di stress, attraverso l‟attivazione di ARF. In questo modo, la delezione del 

locus 1p36 influenzerebbe l‟integrità della via di p53 sia a monte e a valle [53]. 

Considerando il ruolo dell‟alterazione del funzionamento dei miR nella tumorigenesi, come 

accade nel caso del contributo alla perdita di integrità della via di p53, diviene quindi 

importante capire se essi hanno uno specifico ruolo di oncosoppressori nella biologia cellulare 

o se tale osservazione riflette semplicemente la loro funzione di regolatori flessibili dei 

programmi di espressione genica. 

 
 

1.2 Meccanismi di deregolazione a carico del gene TP53 e carcinogenesi 

 

1.2.1 Mutazioni del gene TP53 

Noto il ruolo primario della proteina p53 nella soppressione tumorale, mutazioni a carico del 

gene TP53 rappresentano le più comuni alterazioni genetiche associate a tumori umani. Esse 

avvengono con differente frequenza in quasi tutte le neoplasie ereditarie e sporadiche finora 

studiate, compresi il carcinoma del colon, il carcinoma della mammella, il carcinoma 

epatocellulare, i tumori del polmone e dell‟esofago, i tumori cerebrali, le leucemie e i linfomi, 

il tumore della vescica e quello dell‟ovaio. Mutazioni germinali in uno dei due alleli del gene 

TP53 determinano, inoltre, un‟alta predisposizione allo sviluppo di tumori multipli; è questa 

una condizione familiare nota come sindrome di Li-Fraumeni [54]. Sia mutazioni somatiche 

che acquisite di TP53 possono poi essere accompagnate dal fenomeno della “perdita di 

eterozigosità” nel corso della progressione tumorale; un evento causato da una forza selettiva 

di inattivazione del rimanente allele wild-type. In questi ultimi anni si è iniziato a chiarire 

come l‟inattivazione della funzione oncosoppressiva p53-dipendente, rappresenti una tappa 

quasi universale nello sviluppo dei tumori umani, in quanto la funzione fisiologica della 

proteina p53 risulta essenziale per il mantenimento del fenotipo normale, non neoplastico, 

delle cellule [55]. La perdita della funzione oncosoppressiva della proteina p53 è in molti casi 

un evento tardivo associato alla progressione del tumore da neoplasia benigna a neoplasia 

maligna. Nei carcinomi mammari, polmonari, prostatici, renali, nel neuroblastoma, nei 
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carcinomi della testa e del collo, nell‟epatocarcinoma e nel melanoma, le mutazioni del gene 

TP53 e l‟accumulo della proteina anomala sono particolarmente rilevanti nei casi 

clinicamente più aggressivi e meno differenziati.  

La localizzazione e le caratteristiche delle mutazioni di TP53 rappresentano importanti 

indicatori dell‟eziologia e della patogenesi molecolare dei tumori. In generale, la maggior 

parte delle mutazioni di TP53 possono essere classificate, in relazione al loro effetto sulla 

stabilità termodinamica della proteina, in due categorie, note con il termine di mutazioni di 

“contatto” e “conformazionali” [56]. Alla prima classe appartengono mutazioni a carico di 

residui direttamente coinvolti nel legame della proteina p53 al DNA; la seconda classe 

comprende invece mutazioni che causano distorsioni nella conformazione di p53 di natura 

locale o globale. A differenza della maggior parte degli altri geni oncosoppressori, che vanno 

tipicamente incontro a inattivazione biallelica mediante l‟acquisto di delezioni o mutazioni 

troncanti nel corso della tumorigenesi, TP53 viene inattivato, in circa il 75% dei casi, da 

singole mutazioni monoalleliche di natura missenso, che causano la produzione di una 

proteina alterata altamente stabile e facilmente rivelabile all‟interno delle cellule tumorali 

[57]. Tali mutazioni colpiscono solitamente le porzioni di sequenza codificanti quattro regioni 

della proteina p53, altamente conservate nell‟evoluzione. Queste regioni comprendono i 

codoni 117-142, 171-181, 236-258 e 270-286, che mappano all‟interno del DBD di p53; per 

cui mutazioni a carico di tali siti comportano solitamente l‟abrogazione della capacità di 

legame di p53 al DNA [Figura 5]. Inoltre, almeno 1/3 di tutte le mutazioni missenso interessa 

6 residui definiti “punti caldi” di mutazione e rappresentati dai codoni R248 e R273, che 

rientrano nella classe dei mutanti di “contatto”; G245 e R249 che rappresentano mutanti 

“conformazionali” con influenza locale sulla distorsione delle proteina p53; e infine R175 e 

R282, mutanti “conformazionali” con effetto globale sulla distorsione strutturale di p53 [58]. 

La frequenza e la distribuzione dei punti caldi di mutagenesi varia a seconda della diversa 

tipologia tumorale, probabilmente in relazione al tipo e alla quantità di mutageno che può 

raggiungere il tessuto e anche in relazione alle diverse pressioni selettive sulla crescita 

cellulare alle quali il tessuto è sottoposto [59]. Oltre alle mutazioni puntiformi, che sono 

quelle che intervengono più frequentemente nell‟inattivazione del gene TP53, sono state 

riscontrate anche piccole delezioni o inserzioni nel gene, nonché alterazioni della proteina 

dovute al legame con oncoproteine virali o cellulari, che inibiscono la capacità della forma 

“wild type” di legarsi al DNA e attivare la trascrizione genica.  

La tipologia delle mutazioni di TP53 è influenzata non solo da processi di selezione, ma 

anche da fattori intrinseci che interessano, differenzialmente, specifici nucleotidi e regioni del 
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gene, e rivelano un coinvolgimento di meccanismi mutagenici endogeni nella formazione del 

tumore. Le transizioni a livello dei siti CpG sono infatti più frequenti a causa dell‟elevata 

mutagenicità di tali regioni e rappresentano una forza chiave nell‟influenzare la distribuzione 

delle mutazioni nel gene TP53. Ad esempio, l‟alta frequenza di transizioni da C a T in siti 

dinucleotidici CpG nel carcinoma del colon è molto probabilmente dovuta a meccanismi di 

deaminazione endogena [60]. Lo spettro di mutazioni del gene TP53 può inoltre dipendere e, 

quindi, dare informazioni sui particolari carcinogeni e meccanismi biologici che intervengono 

nella formazione di uno specifico tumore [61]. Infatti, è stato dimostrato che differenti 

carcinogeni causano mutazioni caratteristiche specifiche. Ad esempio, le radiazioni UV 

determinano preferenzialmente transizioni a livello di siti dipirimidinici sul DNA; 

l‟esposizione all‟aflatossina B1 è correlata a trasversioni da G:C a T:A che portano ad una 

sostituzione aminoacidica del residuo 249 della proteina p53 nel carcinoma epatocellulare; 

l‟esposizione al fumo di sigaretta provoca trasversioni da G:C a T:A nei carcinomi del 

polmone, della testa e del collo.  

 

 

 

                                                                                                                                     CJ Brown. Nat Rev Cancer 9, 2009 

 

Figura 5. Siti della sequenza del gene TP53 preferenzialmente interessati dalle mutazioni. La maggior parte 

delle mutazioni inattivanti ricade all‟interno del dominio di legame con il DNA (DBD), mentre il dominio di 

transattivazione è relativamente libero da mutazioni. Le mutazioni rappresentate in giallo (R248; R273) 

interessano i punti di contatto con il DNA; quelle in azzurro (G245; R249) causano distorsioni locali della 

struttura proteica di p53 e quelle in blu (R175; R282) eventi di denaturazione globali. 

 

 

Gli effetti fenotipici delle mutazioni del gene TP53 possono sostanzialmente essere 

classificati in tre gruppi non mutualmente esclusivi. Al primo gruppo appartiene la maggior 

parte delle mutazioni di TP53 osservate nei tumori umani; tali mutazioni sono caratterizzate 

dalla capacità di abrogare o attenuare l‟efficienza di legame di p53 al DNA e, di conseguenza, 
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impediscono la regolazione dei promotori genici attivati dalla proteina p53. In genetica, tali 

mutazioni sono definite “ipomorfiche” o “amorfiche”, a seconda che causino una parziale o 

totale perdita di funzione. La perdita di funzione è frequente tra le mutazioni missenso, 

sebbene sia particolarmente rilevante nel caso di mutazioni nonsenso, troncanti o di splicing, 

così come nel caso delle delezioni. Il secondo gruppo comprende quelle mutazioni che 

causano la produzione di una proteina con effetto dominante-negativo (DN), ovvero in grado 

di inibire, a svariati livelli, la funzione della proteina normale prodotta dall‟allele “wild type”. 

Questo effetto DN “antimorfico” può essere ottenuto grazie alla capacità della proteina mutata 

di formare con il prodotto “wild type” etero-oligomeri inattivi o difettivi funzionalmente, 

incapaci cioè di attivare la trascrizione dei geni bersaglio di p53 [62]. La fosfoproteina 

nucleare p53 agisce, infatti, solo dopo avere formato complessi oligomerici (omotetrameri). 

Se tali complessi sono costituiti, anche parzialmente, da una proteina p53 alterata in siti critici 

della molecola, la loro capacità di interagire con il DNA risulta compromessa e le specifiche 

funzioni soppresse. E' quindi sufficiente che una sola copia del gene TP53 subisca una 

mutazione perché il suo prodotto, interagendo con quello dell'allele normale, formi 

omotetrameri a scarsa affinità per il DNA. L‟osservazione, tuttavia, che nella maggior parte 

dei tipi cellulari tumorali con mutazioni nel gene TP53 venga perso anche l‟altro allele “wild 

type”, sembra indicare che le mutazioni dominanti negative siano in realtà piuttosto rare. 

Infine, al terzo gruppo appartengono quelle mutazioni di TP53, solitamente di natura 

missenso, caratterizzate dall‟abilità di conferire alla proteina mutata, non solo la perdita della 

funzione soppressiva sulla crescita cellulare propria della proteina “wild type”, ma anche 

l‟acquisto di nuove funzioni tumorigeniche, indipendenti dalla proteina “wild type”. Tali 

proprietà “neomorfiche” di guadagno di funzione (GOF) sono di natura oncogenica 

dominante e possono essere dimostrate sperimentalmente in assenza della proteina p53 

funzionale, overesprimendo, ad esempio, in cellule TP53
-/-

, una forma mutata di p53 con 

presunte proprietà GOF [63-65]. Si ritiene che la maggior parte di tali proprietà dipenda 

dall‟abilità della forma mutata di p53 di interagire con proteine cellulari, come i fattori 

trascrizionali, alterandone la normale attività. Sebbene quindi la maggior parte delle 

mutazioni di TP53 causi una perdita della capacità di transattivazione dei geni target, la 

modulazione della trascrizione genica rappresenta uno dei principali meccanismi GOF della 

proteina mutante. Ad esempio, le mutazioni di TP53 sono spesso associate a resistenza ai 

farmaci in svariate neoplasie. Tale fenomeno sembrerebbe dipendere in parte dall‟attivazione 

trascrizionale, da parte della proteina p53 mutata, del gene MDR1, codificante un fattore 

coinvolto nella resistenza multifarmaco [66]. A partire dalla dimostrazione del controllo della 
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trascrizione genica di MDR1, numerosi altri geni sono stati identificati quali target della forma 

mutata di p53. La maggior parte di tali geni manca della sequenza consenso di legame al 

DNA per p53, per cui è stato ipotizzato che i mutanti di p53, sebbene difettivi nel legame 

sequenza-specifico al DNA, mantengano l‟abilità di legare ad alta affinità specifiche strutture 

genomiche ricche in elementi ripetuti [67]. Tra le altre proprietà oncogeniche della forma 

mutata di p53, coinvolte nel controllo della trascrizione genica, va menzionata anche l‟abilità 

di interagire con fattori trascrizionali sequenza-specifici. Alcuni mutanti di p53 sono, ad 

esempio, in grado di legare e inattivare gli altri membri della sua famiglia proteica, p63 e p73, 

con inibizione della loro capacità di indurre il blocco del ciclo cellulare [68]. Infine, dati 

recenti implicano la forma mutata di p53 nel controllo dell‟espressione dei geni coinvolti nei 

fenomeni infiammatori, come quelli codificanti citochine, chemochine e modulatori della 

matrice extracellulare. In realtà, esistono anche forme di GOF indipendenti dalla modulazione 

della trascrizione genica. E‟ stato dimostrato che i mutanti p53
R248W

 e p53
R273H

 sono in grado 

di legare MRE11, un componente a monte della via di risposta al danno a carico del DNA 

ATM-dipendente, con conseguente inibizione del riparo di rotture a doppio filamento del 

DNA [69]. Tale evento non solo giustificherebbe l‟associazione tra la forma mutata di p53 e 

l‟instabilità cromosomica dei tumori umani, ma avrebbe importanti implicazioni cliniche, 

probabilmente favorendo la produzione di cloni neoplastici resistenti a quegli agenti 

terapeutici che agiscono inducendo rotture a doppio filamento a carico del DNA [70]. 

Le forme mutate di p53 presentano, ad ogni modo, alcune caratteristiche generali che le 

contraddistinguono dalla proteina “wild type”. In particolare, hanno un tempo di emivita 

molto maggiore e pertanto una concentrazione intracellulare molto più elevata a livello basale, 

di conseguenza, la rilevazione immunoistochimica di p53 nelle cellule tumorali indica 

solitamente la presenza di mutazioni missenso e può garantire informazioni prognostiche 

predittive; hanno, inoltre, una conformazione diversa e quindi espongono epitopi non presenti 

nella conformazione “wild type”. La capacità di accumulo intracellulare della forma mutata di 

p53 sembra dipendere dalla sua impossibilità di transattivare il gene codificante MDM2 che, 

normalmente, controlla i livelli di p53 inducendone la degradazione attraverso la via del 

proteasoma [71]. In realtà, è stato recentemente dimostrato che le mutazioni missenso 

inattivanti sono insufficienti, da sole, a causare l‟accumulo della proteina mutata e che, con 

molta probabilità, eventi addizionali sono richiesti, durante la tumorigenesi, per garantire tale 

effetto. Questo spiegherebbe il perché la proteina p53 mutata non si accumula in cellule sane 

di pazienti affetti dalla sindrome di Li-Fraumeni, ma solo in cellule tumorali dello stesso 

soggetto [72]. Esistono inoltre anche meccanismi di accumulo MDM2-indipendenti; alcune 
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forme mutate, ad esempio, pur mantenendo la proprietà di legare MDM2 caratteristica della 

proteina “wild-type”, sono resistenti all‟ubiquitinazione mediata da MDM2; altre forme 

mutate possono essere invece stabilizzate dall‟interazione con fattori quali PTEN o le “heat 

shock proteins” Hsp90 e 70, che ne prevengono la degradazione dopo ubiquitinazione [73]. 

L‟accumulo della proteina mutata diventa, quindi, il presupposto per favorire la sua attività 

DN e/o GOF, come dimostrato in diversi modelli sperimentali sia in vitro che in vivo. In 

cellule embrionali murine derivate da un topo knock-in per una forma mutata di p53, 

all‟accumulo della proteina consegue infatti un incremento nel tasso di crescita; una ridotta 

inibizione da contatto della crescita e un‟aumentata abilità di cooperazione con l‟oncogene 

Ras [74]. E‟ ancora oggetto di dibattito quale proprietà della forma mutata di p53 sia 

preferenzialmente selezionata durante lo sviluppo tumorale: la perdita di funzione, l‟acquisto 

di proprietà dominanti negative, il guadagno di nuove funzioni oncogeniche o addirittura una 

combinazione di tutte e tre le caratteristiche sopraelencate. Ad ogni modo, la natura della 

mutazione, la sua estensione all‟interno della popolazione neoplastica, la capacità di formare 

oligomeri e la localizzazione cellulare della proteina, sono tutti fattori che influenzano la 

capacità trasformante delle forme mutanti di p53. La conoscenza quindi del tipo e numero di 

mutazioni che riguardano il gene TP53, del loro effetto e della specifica relazione tra 

mutazione ed esposizione ad un particolare carcinogeno assumono un grande interesse, perché 

permettono di identificare tra i soggetti sani le persone ad alto rischio per lo sviluppo di una 

neoplasia, e possono permettere di ottenere, in questo modo, una diagnosi precoce che 

dovrebbe consentire un miglioramento dell‟approccio terapeutico alla malattia. Inoltre 

mutazioni di questo genere potrebbero avere diverse e specifiche connotazioni prognostiche e 

terapeutiche nelle varie forme neoplastiche in campo clinico. 

 

1.2.2 Impatto dello stato del gene TP53 sulla prognosi tumorale 

Dati iniziali piuttosto inconsistenti, relativi all‟associazione tra la presenza di mutazioni a 

carico del gene TP53 e la sopravvivenza o la risposta alla terapia, hanno condotto ad un 

dibattito circa il ruolo prognostico e predittivo dello stato di TP53 nelle diverse forme 

tumorali, ritardando, di conseguenza, l‟introduzione della valutazione dello stato di tale gene 

in ambito clinico [75]. Una delle ragioni principali di tale inconsistenza è rappresentata 

dall‟impiego, nella maggior parte degli studi effettuati sino a poco tempo fa, della rilevazione 

immunocitochimica (ICC) dell‟accumulo intracellulare della proteina p53 mutata. Infatti, 

l‟assegnazione indiretta dello stato del gene TP53 mediante il solo impiego dell‟ICC risulta 

spesso inaccurata, dal momento che in molti tumori caratterizzati dalla presenza di mutazioni 
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di TP53 non si osserva un accumulo intracellulare della proteina; questo risulta 

particolarmente vero nel caso di mutazioni frameshift, nonsenso e di splicing. Inoltre, non 

tutti i tumori con mutazioni missenso di TP53 appaiono ICC positivi; alcuni tumori 

accumulano la forma “wild-type” di p53 a causa della persistenza di segnali di stress e infine, 

altre forme tumorali inattivano la funzione della proteina normale attraverso meccanismi 

indipendenti da eventi mutazionali come l‟amplificazione di MDM2 o la deregolazione di altri 

componenti a monte o a valle della via di p53 [76]. A complicare ulteriormente il quadro, la 

mancanza di protocolli standard e di cut-off univoci di rilevamento dell‟accumulo della 

proteina mutata. Più recentemente, grazie all‟introduzione di metodiche di sequenziamento 

genico, è stato possibile ottenere una valutazione più accurata dello stato di TP53 e, di 

conseguenza, un‟associazione maggiormente affidabile tra mutazioni di TP53 e caratteristiche 

cliniche della malattia tumorale, con la tendenza generale ad associare tali alterazioni a ridotta 

sopravvivenza, ridotto intervallo di malattia libero dal trattamento e scarsa risposta 

terapeutica. In realtà, in neoplasie coinvolgenti il seno, il collo, l‟intestino ed il sistema 

emopoietico, il 65-90% degli studi riscontra un‟associazione tra mutazioni del gene TP53 e 

prognosi avversa, mentre nei tumori polmonari o ovarici tale correlazione risulta meno chiara. 

Ad ogni modo, una combinazione di ICC e sequenziamento genico potrebbe rappresentare un 

migliore strumento diagnostico; è stato infatti dimostrato che mutanti del gene TP53 ICC
+
 

hanno una prognosi peggiore dei mutanti di TP53 ICC
-
 [77]. Inoltre, per una fine correlazione 

delle disfunzioni di p53 alla prognosi tumorale, diviene necessario non solo il rilevamento di 

mutazioni a carico del gene TP53, ma anche un attento esame degli effetti delle singole 

mutazioni sulla struttura e/o funzione della proteina, che a loro volta dipendono dall‟esone o 

dal dominio funzionale interessato e dallo specifico residuo mutato, quindi un‟analisi dello 

stato di addizionali oncosoppressori ed oncogeni regolatori o mediatori della via di p53. 

Nell‟ambito di uno studio su larga scala comprendente 1749 pazienti affetti da tumore al seno 

è stato, ad esempio, dimostrato non solo che mutazioni missenso del gene TP53 a livello della 

regione del DBD sono associate a prognosi peggiore rispetto a mutazioni missenso che 

ricadono all‟esterno del DBD, ma anche che nell‟insieme delle mutazioni missenso, alcune 

risultano più aggressive di altre e che, infine, pazienti caratterizzati da mutazioni troncanti o 

nonsenso presentano solitamente una prognosi più infausta [78]. 

Lo stato del gene TP53 deve essere quindi considerato non come una variabile binaria, ma un 

insieme multi-parametrico di dati, affinchè la sua analisi possa acquisire un valore reale nella 

pratica clinica tanto per la diagnosi tumorale precoce, il rilevamento della recidiva, la 

valuatazione della prognosi e la predizione della resistenza alla terapia antineoplastica quanto 



111 

 

per il disegno di innovative strategie terapeutiche finalizzate al ripristino dell‟attività della 

proteina mutata disfunzionale. 

 

1.2.3 Ripristino della funzionalità della proteina p53 nei tumori umani 

Considerando l‟elevata frequenza di alterazioni molecolari e funzionali a carico 

dell‟oncosoppressore p53 nei tumori umani, il ripristino della sua normale attività continua a 

rappresentare una delle ambizioni primarie nell‟ambito delle terapia antineoplastica. 

Naturalmente, il potenziale di tale approccio è strettamente correlato alla natura della proteina 

p53 endogena. Infatti, a causa della ridondanza funzionale dei componenti a monte e a valle 

della via di p53, mentre una metà delle forme tumorali si caratterizza per l‟inattivazione 

funzionale diretta della proteina, a causa della presenza di mutazioni a carico del gene TP53, 

nella restante metà l‟inattivazione della proteina è una conseguenza indiretta dell‟alterazione 

di molecole coinvolte nel controllo o nella mediazione della sua attività. E‟ stato ipotizzato 

che le proprietà pro-sopravvivenza di p53, facilitando il recupero di cellule danneggiate o in 

condizioni transienti di stress, possano favorire il mantenimento della sua integrità e ridirigere 

la pressione selettiva nei confronti di altri target della via di p53. Questo potrebbe significare 

che le cellule tumorali sono, almeno all‟inizio, maggiormente dipendenti dalle funzioni di p53 

rispetto alla loro controparte normale, almeno fino a che mutazioni oncogeniche addizionali 

non fanno perdere qualsiasi tipo di competenza omeostatica. Alternativamente, p53 potrebbe 

essere selezionata per una perdita parziale di attività, con mantenimento delle funzioni 

vantaggiose per la crescita tumorale, ed acquisire nuove proprietà oncogeniche quando, ad 

esempio, indotta da segnali di stress. Tutti questi elementi che dipendono, ovviamente, dal 

tessuto e dalla linea cellulare interessati e riflettono la vulnerabilità degli elementi genetici in 

relazione al loro grado di espressione o stato cromatinico, influenzano la diversità dei 

meccanismi di inattivazione della proteina p53 nelle patologie tumorali [79]. 

Nell‟ambito delle forme tumorali caratterizzate dalla presenza della proteina p53 “wild-type”, 

numerosi studi si sono focalizzati sull‟identificazione di piccole molecole o peptidi in grado di 

proteggere p53 dall‟attività del suo inibitore cellulare, MDM2. Infatti, l‟inattivazione di p53 

ottenuta attraverso l‟overespressione di MDM2, evento conseguente, nella maggior parte dei 

casi, all‟amplificazione del segmento cromosomico su cui mappa tale gene, è molto frequente 

nei tumori umani. Molteplici studi hanno permesso di validare MDM2 quale target 

terapeutico; è stato ad esempio dimostrato, in sistemi murini caratterizzati da bassi livelli di 

espressione di MDM2 a causa della presenza di un allele ipomorfico del suo gene, che 

minime riduzioni nei livelli di tale proteina bastano a garantire un incremento di attività della 
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forma “wild-type” di p53 [80]. I primi antagonisti di MDM2 con attività in vivo identificati 

sono rappresentati dalle “Nutline”, una serie di molecole derivate da composti di cis-

imidazolina. Le “Nutline” agiscono legando il sito di interazione per p53 presente all‟interno 

di MDM2 attraverso una modalità che mima le interazioni molecolari tra MDM2 ed una serie 

di residui aminoacidici cruciali della proteina p53 [81]. In questo modo, le “Nutline” 

impediscono il riconoscimento di p53 da parte del suo inibitore per cui la proteina non viene 

ubiquitinata e degradata attraverso la via del proteasoma ma si accumula con conseguente 

aumento dei livelli intracellulari ed attivazione dei target trascrizionali. Le “Nutline”, di cui 

“Nutlin-3” rappresenta il prototipo, agiscono in modo altamente specifico ed indipendente 

dalla stabilizzazione di p53 associata all‟induzione di un danno a carico del DNA e la loro 

efficacia è stata dimostrata in diversi modelli sperimentali. Cellule cancerose proliferanti che 

esprimono la proteina p53 “wild-type” sono efficacemente arrestate in fase G1 e G2 del ciclo 

o vanno incontro ad apoptosi se trattate con concentrazioni micromolari di “Nutline”; questo 

implica che la tipologia cellulare influenza l‟induzione di una risposta differenziale sebbene i 

meccanismi molecolari alla base di tale differenza siano ancora oggetto di studio [82]. 

In realtà, nonostante vi siano risultati promettenti relativamente all‟uso degli inibitori di 

MDM2, bisogna ricordare le potenziali problematiche correlate alla scelta dell‟interazione 

MDM2-p53 come target terapeutico. In primo luogo, MDM2 viene indotto dall‟attivazione di 

p53 come parte di un meccanismo di feedback negativo di regolazione, di conseguenza 

farmaci come “Nutlin-3” causerebbero un‟induzione del loro stesso target, con limitazione 

dell‟efficacia medica; in secondo luogo le molecole sinora prodotte appaiono inefficaci 

nell‟inibizione di MdmX che ha un‟attività sovrapponibile a quella di MDM2 e risulta allo 

stesso modo overespresso in una vasta quantità di forme tumorali. 

Approcci differenti sono stati invece identificati per la riattivazione della funzione di p53 

nelle cellule tumorali caratterizzate dalla presenza di forme mutate della proteina. Tali 

approcci sono resi possibili grazie all‟osservazione che le mutazioni a carico di TP53 cadono 

nella maggior parte dei casi nei siti “hot spots” all‟interno del DBD, il loro effetto è 

reversibile e tali mutazioni causano solitamente la stabilizzazione e l‟accumulo di p53 nelle 

cellule tumorali, al contrario di quanto accade per altri oncosoppressori (pRB e p16) la cui 

inattivazione si realizza tramite una riduzione dell‟espressione. La ricostituzione della corretta 

funzionalità di p53 permetterebbe l‟eliminazione delle cellule tumorali, andando a ristabilire i 

programmi di riparo e/o garantendo l‟eliminazione delle cellule il cui DNA risulta 

danneggiato [83]. Il presupposto di tali approcci è rappresentato dal ripristino della 

conformazione normale di p53 e quindi della sua capacità di legame al DNA, mediante 
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“correzione chimica”. Infatti, sebbene le mutazioni a carico del gene TP53 siano da sole 

insufficienti ad indurre lo sviluppo tumorale, la conversione della forma mutata di p53 in 

“wild-type” può rivelarsi costrittiva nei confronti della crescita, forse a causa dei livelli 

anormalmente elevati di tale proteina e dei continui segnali attivatori che permeano le cellule 

neoplastiche. E‟ noto che il dominio centrale di p53 è piuttosto instabile, con un‟emivita 

media di 9 minuti a temperatura corporea. Le mutazioni del gene TP53 causano solitamente 

un‟ulteriore destabilizzazione termica della proteina a temperatura corporea quindi, sulla base 

della dimostrazione che i processi di unfolding e/o misfolding del dominio centrale delle 

forme mutanti di p53 non sono irreversibili e che la loro gravità varia tra le diverse forme 

mutanti per cui una sostanza capace di legarsi alla frazione correttamente foldata può spostare 

l‟equilibrio verso il folding nativo, una serie di studi sono stati condotti per l‟identificazione 

di molecole capaci di stabilizzare la forma mutata di p53 nella sua conformazione biologica 

[84]. A tale proposito, le estremità C- ed N-terminale rappresentano dei target idonei, nota la 

loro capacità di influenzare e regolare il legame del DBD di p53 al DNA. I primi risultati 

hanno portato alla realizzazione di anticorpi, come pAb421, in grado di legare la porzione C-

terminale di p53 ed aumentare la resistenza del dominio centrale alla denaturazione termica. È 

stato quindi dimostrato che un peptide sintetico derivato dal dominio C-terminale di p53, il 

peptide 46, può ripristinare il corretto legame al DNA e la funzione di transattivazione 

trascrizionale di un certo numero di proteine p53 mutanti e che il recupero della funzione 

delle proteine p53 endogene mutate risulta nell‟inibizione della crescita cellulare e 

nell‟induzione dell‟apoptosi. È stato ipotizzato che i peptidi derivanti dall‟estremità C-

terminale di p53 siano in grado di riattivare le forme di p53 mutate attraverso la 

stabilizzazione del folding del dominio core e/o stabilendo nuovi contatti col DNA [85]. La 

stabilizzazione del dominio centrale di p53 può essere altresì mediata dal legame a chaperoni 

cellulari. La proteina p53 può legarsi a Hsp40, Hsp70 e Hsp90. Le forme mutate di p53 si 

legano a Hsp70 con un‟affinità maggiore della forma “wild-type”. Le proteine Hsp 

stabilizzano p53 nella sua conformazione “unfolded”; la distruzione del loro legame alla 

forma mutata di p53 consente il recupero della conformazione di p53 [86]. Sono state inoltre 

identificate, grazie allo screening di librerie di piccole molecole, sostanze di natura non 

peptidica in grado di ripristinare l‟attività dei mutanti di p53. Tra queste, CP-31398 ha 

dimostrato la capacità di indurre arresto del ciclo cellulare ed apoptosi p53-dipendente sia in 

vitro che in vivo in modelli murini atimici e modelli murini di cancro [87]. Il suo meccanismo 

di azione rimane tuttora ignoto. Gli studi tramite MNR non hanno rilevato nessun legame tra 

la molecola e il dominio centrale di p53. E‟ stato supposto che CP-31398 agisca aumentando i 
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livelli dalla proteina p53 “wild-type” nelle cellule, prevenendone l‟ubiquitinazione. Mediante 

l‟utilizzo di approcci basati sull‟impiego di sistemi cellulari è stato invece identificato un 

composto, noto con il termine di “PRIMA-1” (p53 reactivation and initiation of massive 

apoptosis), efficace nella riattivazione della transattivazione dei geni target in cellule 

caratterizzate dalla forma mutata di p53, secondo un meccanismo dipendente dall‟induzione 

dell‟espressione della proteina Hsp90 e dall‟attivazione della via della chinasi JNK (Jun-NH2-

kinase) [88]. Infine, sono state proposte anche strategie di terapia genica finalizzata 

all‟introduzione di copie extra del gene TP53; all‟induzione dell‟espressione selettiva di geni 

killer nelle cellule contenenti copie di p53 non funzionali o all‟utilizzo di virus replicazione-

difettivi che possano propagarsi nelle cellule p53-deficienti. Tuttavia, l‟assenza di un 

efficiente “sistema di consegna e distribuzione” ha precluso, almeno finora, gli approcci 

mirati ad una somministrazione sistemica. 

La pletora di composti attivi identificati si dimostra tuttavia inutilizzabile nella pratica clinica, 

per problemi legati sia alla tossicità che alla reale efficacia. L‟ulteriore accumulo di 

informazioni riguardo la struttura di p53 e il miglioramento delle tecniche di screening e 

sviluppo di nuovi farmaci diventano quindi necessari per la sperimentazione di molecole 

innovative sempre più efficaci e meno tossiche. 

 

 

1.3 Meccanismi di deregolazione della via di p53 in pazienti affetti da LLC 

 

L‟importanza dello studio dei meccanismi di deregolazione nei componenti della via di p53 

nell‟ambito della LLC è emersa sostanzialmente grazie alla dimostrazione della differenza 

fondamentale del decorso clinico dei pazienti caratterizzati dalla delezione del braccio corto 

del cromosoma 17 (del17p13). La del17p13 viene riscontrata nel 5-7% dei pazienti in fase 

precoce di malattia e nel 25-40% dei pazienti affetti da LLC in stadio avanzato. Tali pazienti 

presentano, al contrario della maggior parte dei soggetti affetti da LLC, una prognosi 

altamente infausta, contraddistinta da rapida progressione di malattia, resistenza o refrattarietà 

al trattamento chemioterapico e sopravvivenza media da 2 a 3 anni dalla diagnosi [89]. La 

cattiva prognosi associata alla del17p13 è legata all‟evidenza che il gene TP53 mappa sul 

braccio corto del cromosoma 17 e che delezioni di questo cromosoma interessano nella quasi 

totalità dei casi il suddetto gene [90]. Inoltre, nella maggior parte dei pazienti caratterizzati 

dalla del17p13 (del17p13
+
), l‟inattivazione del rimanente allele del gene TP53 attraverso 

meccanismi mutageni, contribuisce in modo fondamentale all‟avversità della prognosi. E‟ 

importante poi sottolineare come la del17p13 non si presenti quasi mai come unica 
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aberrazione cromosomica all‟interno delle cellule tumorali. Uno studio del profilo genomico 

dei pazienti affetti da LLC del17p13
+ 

ha, infatti, rivelato che la presenza della suddetta 

delezione si associa solitamente a un cariotipo complesso, caratterizzato dalla comparsa di 

anomalie citogenetiche addizionali come la del13q14, che interessa il locus codificante i 

miR15 e 16; la trisomia 12 e, sebbene in minor percentuale, le alterazioni a carico delle 

regioni cromosomiche 8p, 9q, 2p e 3q. In particolare, la del8p21-p23, interessando il locus 

dell‟oncosoppressore TRAIL1/2, sembrerebbe essere associata a resistenza al Nutlin-3, un 

farmaco impiegato nelle patologie neoplastiche con alterazioni della via di p53 causate da 

aberrante attività di MDM2, la cui azione apoptotica nelle cellule di LLC è TRAIL2-

dipendente [91]. La del17p13
 
rappresenterebbe, quindi, un marcatore di cellule caratterizzate 

da un genoma instabile, incline all‟acquisizione di lesioni genetiche e all‟evoluzione clonale.  

E‟ stato dimostrato, in due diversi studi prospettici, che la comparsa della del17p13 in pazienti 

affetti da LLC è in grado di predire una riduzione del tasso di risposta alla terapia 

convenzionale a base di analoghi purinici ed una riduzione della sopravvivenza media [92]. 

Tali effetti risultano, inoltre, nell‟ambito di tali studi, strettamente correlati al dosaggio della 

del17p13, in quanto pazienti caratterizzati dalla presenza del 5-20% di cellule nucleate delete 

mostrano una prognosi simile a pazienti non deleti
 
(del17p13

-
), mentre pazienti con una 

percentuale di delezione superiore al 20 presentano una prognosi infausta, con tasso di 

risposta terapeutica del 13% e sopravvivenza media di soli 11 mesi [93].  

In realtà, la maggior parte degli studi relativi al decorso clinico dei pazienti del17p13
+ 

affetti 

da LLC è stata condotta esaminando soggetti con malattia progressiva destinati ad essere 

inclusi in protocolli terapeutici di prima linea o precedentemente sottoposti a terapia 

antitumorale. A tal proposito le osservazioni riportate, nonostante la loro importanza sia ormai 

consolidata, non garantiscono la comprensione degli effetti relativi alla presenza della 

delezione al momento della diagnosi piuttosto che durante il follow-up del paziente. La 

scarsità di dati in tale ambito deriva essenzialmente dalla difficoltà di osservare pazienti affetti 

da LLC del17p13
+ 

asintomatici e in stadi precoci di malattia. E‟ stato, infatti, osservato che le 

anomalie citogenetiche sono normalmente acquisite durante il decorso della malattia 

neoplastica, per cui la del17p13 costituisce frequentemente un evento secondario.  

Un recente studio è stato condotto al fine di comprendere la valenza prognostica della 

presenza della del17p13 in pazienti affetti da LLC non progressiva, non esposti a terapia. Dai 

risultati del suddetto studio è emerso che circa il 50% dei soggetti con del17p13 “de novo” 

sviluppa una malattia progressiva che richiede terapia entro 12-18 mesi dalla diagnosi, mentre 

la restante metà è caratterizzata da una malattia relativamente stabile che non necessita di 
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terapia ad un follow-up di 70 mesi [94]. Queste osservazioni sottolineano l‟importanza che 

assume il momento in cui la delezione viene acquisita dal paziente nel determinare le 

implicazioni cliniche ad essa correlate e sostengono la possibilità di una associazione non 

assoluta tra presenza della del17p13 e avversità della prognosi. Di conseguenza, data 

l‟eterogeneità del decorso clinico dei pazienti con del17p13 “de novo”, risulta indispensabile 

evitare di sottoporre i suddetti pazienti a un approccio terapeutico differente, esclusivamente 

sulla base della presenza della delezione. La sopravvivenza dovrebbe, in tal caso, essere 

predetta attraverso la valutazione di ulteriori parametri sia clinici che biologici. Diventa ad 

esempio di grande interesse, dal momento che la prognosi avversa della del17p13 è 

solitamente correlata ai suoi effetti sulla via di p53, valutare se i pazienti con LLC del17p13
+
 

apparentemente benigna sono caratterizzati dall‟allele non deleto del gene TP53 “wild-type” o 

da una normale funzione della proteina, entrambi fattori che permetterebbero di giustificare 

l‟andamento favorevole della malattia in tale sottogruppo. Infatti, nonostante sia stata 

osservata una frequente associazione tra la presenza della del17p13 e la comparsa di 

mutazioni a carico del gene TP53 sull‟allele non deleto, è stato tuttavia riscontrato un numero 

minore di casi di LLC in cui la delezione non risulta associata a tali mutazioni (0.8% dei casi) 

o viceversa, l‟acquisizione delle mutazioni di TP53 risulta indipendente dalla del17p13 (4.5% 

dei casi) [95].  

Sebbene la presenza di mutazioni a carico del gene TP53 nei pazienti affetti da LLC sia nota 

sin dalla fine degli anni ‟90, il suo preciso significato prognostico, in particolare nei casi in 

cui non si associa alla del17p13, è meno chiaro. La sua comprensione diventa di grande 

rilevanza clinica se si considera che il gene TP53 risulta mutato nel 5-40% dei pazienti affetti 

da LLC, con una incidenza del 5-10% alla diagnosi, in soggetti non trattati, e del 25-40% in 

fase di progressione di malattia o nei casi di LLC resistenti alla chemioterapia a base di 

analoghi purinici o agenti alchilanti [96]. Inoltre, da un punto di vista clinico, identificare la 

presenza di mutazioni a carico del gene TP53 come fattore prognostico indipendente, 

permetterebbe di chiarire, come nel caso della del17p13 e indipendentemente da essa, il suo 

ruolo nella predizione dell‟aggressività della malattia e nella resistenza o refrattarietà ai 

regimi terapeutici convenzionali. Diversi studi sono stati intrapresi per comprendere se le 

mutazioni del gene TP53 in assenza della del17p13 conferiscono lo stesso profilo biologico, 

le stesse caratteristiche cliniche e la stessa prognosi delle mutazioni di TP53 associate a 

delezione e i primi risultati sembrano confermare tale ipotesi [Figura 6] [97].  
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Figura 6. Meccanismi di alterazione a carico del gene TP53 nella LLC. a) Confronto della sopravvivenza dei 

pazienti affetti da LLC stratificati in base all‟assenza o presenza della del17p13 e delle mutazioni del gene TP53; 

b) La del17p13 è invariabilmente associata alla perdita del gene TP53, come confermato dall‟analisi FISH; c) 

Multiple aberrazioni genomiche interessano la via di p53 nella LLC: la figura mostra uno schema 

esemplificativo di tale via e della risposta al danno al DNA.  

 

 

Un recente studio italiano condotto su 308 pazienti affetti da LLC ha, infatti, dimostrato che le 

mutazioni del gene TP53 alla diagnosi sono associate a breve sopravvivenza e resistenza alle 

chemioterapie convenzionali, indipendentemente dalla del17p13 [98]. Le mutazioni di TP53 

in pazienti del17p13
- 

mostrano un profilo prognostico infausto sovrapponibile a quello dei 

pazienti del17p13
+
, che include l‟associazione con lo stato non mutato dei geni IgHV; la 

frequente presentazione in fase avanzata di malattia e la correlazione con marcatori 

proliferativi. Inoltre tali mutazioni predispongono il paziente al rischio di progressione della 

malattia verso la fase sintomatica, che richiede trattamento terapeutico, a chemioresistenza e a 

una riduzione della sopravvivenza media. Da questo studio è inoltre emerso che, come accade 
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anche in altre forme di neoplasie umane, il 95% delle mutazioni di TP53 identificate in 

pazienti affetti da LLC cade nel DBD della proteina. Sono, infatti, principalmente interessati 

gli esoni 5-8. Si tratta, nella maggior parte dei casi, di mutazioni missenso sebbene siano state 

identificate anche mutazioni nonsenso, mutazioni di splicing e microdelezioni o 

microinserzioni che comportano uno slittamento della cornice di lettura del codice genetico. 

Sono inoltre maggiormente frequenti le transizioni piuttosto che le trasversioni. Tali risultati 

sono stati confermati anche da altri studi paralleli. Un gruppo di ricerca tedesco ha dimostrato 

che l‟inattivazione monoallelica di TP53 nella LLC si associa a prognosi infausta e, in 

particolare, all‟evoluzione clonale della malattia osservata in termini di aumento della taglia 

della popolazione tumorale mutata. Inoltre, l‟analisi dei pazienti refrattari alla Fludarabina, 

che appaiono caratterizzati da un‟elevata incidenza di mutazioni a carico di TP53 in assenza 

di delezione (18% pazienti refrattari vs 4.5% pazienti non trattati), suggerisce l‟impatto 

determinante della terapia nella selezione dei subcloni mutati, sottolineando la correlazione 

tra mutazioni e chemioresistenza [99]. Infine, è stata recentemente osservata una correlazione 

tra l‟incidenza delle mutazioni del gene TP53 in pazienti affetti da LLC e lo sviluppo di un 

cariotipo complesso e aberrante (≥ 3 aberrazioni cromosomiche), che potrebbe contribuire a 

spiegare l‟impatto il significato prognostico negativo di tali mutazioni. 

Nonostante la dimostrazione della correlazione tra la presenza di mutazioni del gene TP53 e 

la prognosi infausta nei pazienti affetti da LLC, è necessario comunque considerare 

l‟esistenza di una considerevole variabilità nella sopravvivenza nei pazienti. Tale variabilità 

riflette sostanzialmente la taglia del clone TP53 mutato, il sito e il tipo di mutazione e la 

funzione della proteina mutata. Risulta inoltre indispensabile la valutazione della correlazione 

delle mutazioni agli altri fattori prognostici, sia clinici che biologici. Le correnti guide linea 

diagnostiche suggeriscono tuttavia di studiare i pazienti affetti da LLC per la presenza della 

del17p13 ma non delle mutazioni di TP53 [100]. Di conseguenza, i soggetti caratterizzati da 

mutazioni di TP53 indipendenti dalla del17p13 non possono essere riconosciuti al momento 

della diagnosi e rischiano di essere sottoposti a una terapia non idonea. Noto quindi il 

significato prognostico indipendente delle mutazioni del gene TP53, l‟introduzione dello 

screening di tutte le diverse anomalie genetiche a suo carico nei pazienti con diagnosi di LLC, 

assume un‟importanza primaria per il miglioramento della pratica clinica.  

In realtà, è necessario ricordare che la via di p53 può risultare alterata a molteplici livelli a 

causa di potenziali eventi addizionali che escludono la del17p13 o le mutazioni a carico del 

gene TP53. In primo luogo sono stati identificati alcuni polimorfismi nella sequenza di TP53 

con impatto sull‟attività biologica della proteina. In particolare, due forme polimorfe del gene 
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TP53 sono ampiamente distribuite nella popolazione umana. Esse codificano per un‟arginina 

o una prolina in posizione 72 all‟interno della regione codificante il dominio ricco in proline 

della sequenza genica di TP53 [101]. E‟ stato dimostrato che la presenza dell‟una o dell‟altra 

forma influenza la struttura primaria della proteina p53 e, di conseguenza, la sua attività 

trascrizionale e la sua capacità di induzione del processo apoptotico. In particolare, la forma 

Arg72 di p53 è caratterizzata da un‟inferiore capacità di transattivazione genica ma da una 

maggiore attività pro-apoptotica. Questo sembra dipendere dalla sua superiore abilità di 

localizzazione mitocondriale, conseguenza della maggiore suscettibilità al legame e 

all‟ubiquitinazione da parte di MDM2, evento che ne comporta l‟esporto nucleare [102]. E‟ 

stato ipotizzato che le differenze biologiche correlate a tale polimorfismo possano avere 

importanti implicazioni nel rischio allo sviluppo del cancro o nell‟influenzare la prognosi nei 

casi di perdita mono- o bi-allelica del gene TP53. Inoltre, il polimorfismo del codone 72 

potrebbe alterare la sensibilità delle neoplasie agli agenti chemioterapici; si potrebbe ad 

esempio predire che l‟omozigosi dell‟allele codificante la forma Arg72 di p53 risponda in 

misura maggiore alle radiazioni o alla chemioterapia. Sono state inoltre osservate alterazioni a 

carico di componenti sia a monte che a valle della via di p53 con effetti paragonabili a quelli 

conseguenti le mutazioni del gene TP53. In particolare, in pazienti affetti da LLC, le 

alterazioni a carico del gene ATM rappresentano una potenziale causa di disfunzioni della 

proteina p53. Ridotti livelli di ATM sono stati riscontrati nel 30-40% dei pazienti e mutazioni 

del suo gene sono state osservate in una sostanziale proporzione di casi [103]. Inoltre, circa il 

20% dei soggetti affetti da LLC presenta la delezione della regione 11q22-23 su cui mappa il 

gene ATM, che, in una buona percentuale dei casi, è associata alla mutazione del rimanente 

allele. Altri meccanismi di deregolazione della via di p53 nella LLC sono rappresentati dai 

difetti a carico del gene MDM2, correlati a eventi di amplificazione genica o alla presenza di 

polimorfismi; difetti funzionali nell‟induzione di p21 ed alterazioni dell‟espressione del 

miR34-a. Il miglioramento della prognosi dei pazienti di LLC con mutazioni a carico del gene 

TP53 o disfunzioni nella via di p53 rimane quindi strettamente correlato alla corretta 

identificazione di coloro che, allo stesso modo dei pazienti del17p13
+
, non beneficerebbero di 

un‟intensa chemioterapia a base di farmaci citotossici standard che agiscono attraverso p53, 

come gli agenti alchilanti e gli analoghi purinici. Tali pazienti dovrebbero essere candidati a 

terapie alternative non convenzionali, come l‟inclusione in protocolli clinici che studiano 

l‟attività di farmaci con meccanismi d‟azione indipendenti dalla via apoptotica p53-

dipendente, di cui esempi sono il Flavopiridolo e la Lenalidomide; terapie a base di anticorpi 

monoclonali come l‟Alemtuzumab e trapianto di cellule staminali emopoietiche. 
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1.4 Scopo del progetto di ricerca 

 
La LLC è una patologia caratterizzata da un decorso clinico altamente variabile. Parte di 

questa variabilità può essere attribuita alla proteina oncosoppressoria p53. I difetti del gene 

TP53 nella LLC sono fortemente associati a progressione di malattia, resistenza alla 

chemioterapia ed accorciamento dell‟aspettativa di sopravvivenza. Nonostante l„osservazione 

di tale correlazione, esiste, tuttavia, anche all‟interno del sottogruppo di pazienti affetti da 

LLC caratterizzati da mutazioni nel gene TP53, una considerevole variabilità prognostica che 

incide sull‟indice di sopravvivenza. Tale variabilità riflette sostanzialmente la taglia del clone 

TP53 mutato, il profilo mutazionale in termini di sito e tipologia di mutazione e la funzione 

della proteina mutata. A complicare poi ulteriormente la comprensione della variabilità del 

decorso clinico dei pazienti affetti da LLC correlata all‟oncosoppressore p53, vi è la 

possibilità di osservare anomalie funzionali della proteina indipendenti dalla presenza di 

mutazioni a carico del gene TP53.  

In tale contesto si inserisce il presente progetto di ricerca incentrato sullo studio della 

funzionalità di p53 in pazienti affetti da LLC, nel tentativo sia di identificare l‟eventuale 

presenza di una correlazione tra l‟attività della proteina p53 e le caratteristiche molecolari del 

gene TP53, che di predire la risposta ai chemioterapici convenzionali in pazienti non trattati o 

associare la risposta terapeutica alle caratteristiche funzionali di p53 in pazienti 

precedentemente esposti a terapia antitumorale. Sono stati inclusi nello studio pazienti affetti 

da LLC a diversi stadi di malattia, quali: esordio, progressione e resistenza a una o più linee di 

terapia convenzionale a base di farmaci citotossici. La funzionalità di p53 è stata studiata 

valutando, mediante Western blot, l‟induzione della proteina in risposta all‟esposizione dei 

campioni primari di cellule neoplastiche di LLC a 5 Gray di radiazioni ionizzanti (IR). Una 

volta esaminata la funzionalità della proteina e definite le differenti tipologie di disfunzioni, è 

stato effettuato un confronto tra i dati funzionali ottenuti, lo stato del gene TP53 e le 

caratteristiche prognostiche dei pazienti disfunzionali. E‟ stata infine eseguita una valutazione 

della sensibilità, delle forme funzionali e disfunzionali della proteina p53 identificate, al 

processo apoptotico indotto dal danno subletale causato dopo esposizione dei campioni 

cellulari primari di LLC a IR. Il fine ultimo del suddetto studio è rappresentato 

dall‟opportunità di esaminare il ruolo della proteina p53 nel decorso della malattia e 

identificare quei pazienti affetti da LLC caratterizzati da disfunzioni a carico di p53 che non 

potrebbero, quindi, beneficiare di un approccio terapeutico convenzionale ma dovrebbero 

essere indirizzati verso approcci terapeutici innovativi. 
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2. MATERIALI E METODI 

 

2.1 Pazienti e Controlli  

 

Nel nostro studio sono stati inclusi 87 pazienti affetti da LLC a differente stadio di malattia, 

seguiti presso la Sezione di Ematologia del Dipartimento di Biotecnologie Cellulari ed 

Ematologia dell‟Università degli studi di Roma “Sapienza”. All‟interno di tale coorte, 13 

pazienti presentavano una malattia all‟esordio, 54 pazienti risultavano caratterizzati da una 

malattia in progressione e 20 pazienti da una malattia resistente a una o più linee di terapia 

convenzionale. Il prelievo dei campioni di sangue periferico e le analisi biologiche sono stati 

eseguiti previo consenso informato fornito da ciascuno di loro in accordo con la Dichiarazione 

di Helsinki. La diagnosi di LLC è stata effettuata attraverso l‟identificazione, nel sangue 

venoso periferico (SVP) di ciascun paziente, di una quantità di linfociti superiore a 5x10
9
/L, 

con una morfologia ed un profilo immunofenotipico caratteristici di LLC 

(CD5
+
CD20

+
CD23

+
CD22

+
sIg

±
CD10

-
). Sono state effettuate nei pazienti studiati le seguenti 

analisi di routine: la valutazione dello stato mutazionale dei geni IgVH [104]; l‟analisi 

citofluorimetrica dell‟espressione della proteina ZAP-70 [105-106] e dell‟antigene CD38 

[107]; l‟analisi FISH (ibridazione in situ fluorescente) per l‟identificazione delle aberrazioni 

citogenetiche coinvolgenti le regioni 11q22-23, 13q14, 17p13 e la trisomia 12, ed il 

sequenziamento del gene TP53 [104]. Al tempo dello studio, i pazienti all‟esordio di malattia 

presentavano un‟età media di 52 anni e una conta media di globuli bianchi (WBC) pari a 

31,704/µLx10
6
 (range 5,790-69,870/μLx10

6
); i pazienti caratterizzati da una malattia in 

progressione, un‟età media di 64 anni e un valore medio di WBC pari a 93,566/µLx10
6
 (range 

6,200-511,400/μLx10
6
); infine, i pazienti caratterizzati da una malattia resistente, un‟età 

media di 68 anni e un valore medio di WBC pari a 97,080/µLx106 (range 12,250-

610,500/μLx106).  

In qualità di controllo sono stati utilizzati, previo consenso informato, campioni di SVP 

prelevati da donatori sani adulti ottenuti dalla Banca del Centro Trasfusionale della stessa 

Università. 

 

 

2.2 Induzione dell’attivazione della proteina oncosoppressoria p53  

 

Le cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) dei pazienti affetti da LLC a 

differente stadio di malattia, sono state ottenute mediante separazione su gradiente di densità 

(Lymphoprep; Nycomed Pharma, Oslo, Norway) e coltivate overnight a 37 C in atmosfera 
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umidificata con un tasso di CO2 pari al 5%, in terreno colturale RPMI 1640 (Cambrex Bio 

Science Verviers, Belgium) addizionato con 10% di siero fetale bovino (FBS, HyClone, 

South Logan, UT), 1% di L-glutammina (EuroClone, Europe) e 1% di Pen-Strepto 

(EuroClone, Europe). Quindi, al fine di indurre l‟attivazione della proteina p53, un‟aliquota 

delle cellule mononucleate è stata esposta a 5 Gray (Gy) di radiazioni ionizzanti (IR) e, 

successivamente, l‟aliquota cellulare irradiata e le PBMC non esposte a IR sono state 

mantenute in coltura per ulteriori 8 e 24 h dal tempo dell‟esposizione. Allo scadere della 

coltura, i campioni cellulari sono stati criopreservati come pellet secchi per il successivo 

utilizzo. 

 

 

2.3 Valutazione dell’attivazione della proteina oncosoppressoria p53  

 

Allo scopo di esaminare l‟induzione dell‟attivazione della proteina p53 mediante Western 

blot, le PBMC dei pazienti in esame, conservate in pellet secchi dopo 8 e 24 h di coltura 

dall‟esposizione a IR, sono state sottoposte a lisi diretta mediante incubazione per 30 minuti a 

4°C in una soluzione contenente: Tris-HCl 2M (pH 8); EDTA 0.5M (pH 8); NaCl 5M; NaF 

0.05M (pH 7.2); Sodio Ortovanadato 0.001M; 10% Triton  X-100 ed 1 pasticca composta da 

una miscela di Inibitori delle Proteasi (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets; Roche 

Diagnostics, Mannheim, Germany). Al termine dei 30 min di incubazione, i lisati cellulari 

sono stati centrifugati a 14,000 rpm per 15 min e i sovranatanti, contenenti la frazione proteica 

purificata, sono stati raccolti. La concentrazione proteica dei sovranatanti è stata quindi 

determinata utilizzando il Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Munich, 

Germany). 

A questo punto, quantità equivalenti di campioni proteici (40 g) sono state miscelate con 

Sample Buffer (una soluzione di Laemmli sample al 5% di 2-mercaptoetanolo; Bio-Rad 

Laboratories) e incubate 5 min a 95°C per la denaturazione al calore; quindi separate 

mediante elettroforesi su gel di Sodio Dodecil Solfato (SDS)-Poliacrilamide all‟8% (10% 

SDS; 30% Soluzione di Poliacrilammide; Tris-HCl 1.5M pH 8.8; 10% Ammonio Persolfato, 

6% TEMED). Al termine della corsa elettroforetica è stato effettuato a +4°C il trasferimento 

overnight dei campioni proteici su membrane di nylon PVDF (Immobilon-P; Millipore, 

Bedford, MA). Dopo il recupero, le membrane sono state lavate in una soluzione di TBS 1x 

(1M Tris-HCl pH8 e 5M NaCl) allo 0.05% di Tween 20 (TBS-T) ed è stato effettuato il 

passaggio di “blocking”, al fine di saturare i siti idrofobici liberi sulla membrana e prevenire il 

legame dell‟anticorpo primario alla membrana stessa. Per il blocco è stata impiegata una 
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soluzione di TBS-T al 5% di latte scremato. Terminato il blocco di 1 h a temperatura 

ambiente (TA), le membrane sono state lavate in TBS-T per poi procedere all‟incubazione 

con l‟anticorpo primario. È stato utilizzato, a tale scopo, un anticorpo monoclonale di topo 

diretto contro l‟isoforma umana della proteina p53 (Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, CA) 

a una diluizione 1:500 in TBS-T al 5% di latte. Le membrane sono state incubate in tale 

soluzione per 1 h a TA, lavate in TBS-T e incubate nuovamente per 45 min a TA con un 

anticorpo secondario policlonale di capra anti-topo coniugato con l‟enzima perossidasi (Pierce 

Biotecnology, Rockford, IL), diluito 1:150 in TBS-T. Al termine dell‟incubazione le bande 

proteiche specifiche sono state visualizzate utilizzando il sistema ECL (GE Healthcare, 

Buckinghmshire, UK). Al fine di verificare se il caricamento di tutti i campioni fosse 

avvenuto in modo quantitativamente corretto, le membrane sono state incubate 

addizionalmente con un anticorpo primario monoclonale di topo diretto contro la 

Gliceraldeide-3-Fosfato Deidrogenasi (GAPDH; Chemicon, Millipore) e un anticorpo 

secondario policlonale di pecora anti-topo coniugato all‟enzima perossidasi (GE Healthcare), 

entrambi diluiti 1:2.000. 

 

 

2.4 Analisi del tasso apoptotico 

 

Il tasso apoptotico è stato misurato sulle PBMC dei pazienti affetti da LLC, esposte e non a 5 

Gy di IR, dopo 24 h di coltura. A tale scopo è stata impiegata la tecnica dell‟Annexina-V, che 

prende il nome da una proteina in grado di legare la fosfatidilserina, un marcatore di apoptosi 

precoce che, all‟inizio della cascata apoptotica, trasloca dalla parte interna della membrana a 

quella esterna.  

Per la marcatura, i campioni cellulari sono stati lavati 2 volte in PBS, quindi risospesi in 

Binding buffer 1x (Binding buffer 10x: 100mM HEPES/NaOH pH 7.5; 1.4M NaCl, 25mM 

CaCl2) in presenza di Annexina-V FITC e Ioduro di Propidio (IP; Immunotech Research, 

Quebec, Canada) entrambi alla concentrazione finale di 1 g/ml. Lo IP è utile a marcare il 

DNA delle cellule necrotiche la cui membrana risulta degradata. La miscela è stata quindi 

incubata 10 min al buio a TA e, dopo la marcatura, la percentuale di cellule apoptotiche è 

stata determinata mediante citometria a flusso e i dati analizzati utilizzando il software 

CellQuest (Becton Dickinson). La combinazione Annexina V-FITC/IP (Immunotech 

Research, Quebec, Canada) ha permesso la differenziazione tra: cellule vitali (Annexina
-
, IP

-
), 

cellule in fase precoce di Apoptosi (Annexina
+
, IP

-
), cellule in fase tardiva di Apoptosi 

(Annexina
+
, IP

+
), cellule necrotiche (Annexina

-
, IP

+
). 
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2.5 Analisi statistica per gli studi di apoptosi 

 

I dati sono stati analizzati statisticamente mediante l‟utilizzo del metodo “Student‟s t test”. I 

risultati sono espressi come media ± deviazione standard. 
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3. RISULTATI 

 

3.1 Analisi della funzionalità della proteina p53 in campioni primari di cellule 

neoplastiche di pazienti affetti da LLC a differente stadio di malattia 

 

Allo scopo di esaminare la funzionalità di p53, nel nostro studio è stato valutato l‟effetto, 

sull‟espressione della proteina, dell‟esposizione delle PBMC di pazienti affetti da LLC a IR. I 

livelli della proteina p53, normalmente non rilevabili nelle cellule quiescenti, sono, infatti, 

soggetti a un incremento in risposta a differenti tipologie di stress cellulare, in quei casi 

caratterizzati da una normale funzionalità di p53. Al contrario, la presenza di alterazioni 

molecolari a carico del gene TP53 o anomalie funzionali della proteina p53 indipendenti dalla 

presenza di tali mutazioni, comporta solitamente un prolungamento della sua emivita, con la 

possibilità di rilevare la proteina anche in condizioni basali, ovvero in assenza di qualunque 

tipologia di stimolo induttore. 

Nel nostro studio sono stati inclusi complessivamente 87 campioni cellulari di pazienti affetti 

da LLC. All‟interno di tale coorte, 13 pazienti (14.9%) presentavano una malattia all‟esordio, 

54 pazienti (62.0%) risultavano caratterizzati da una malattia in progressione e 20 pazienti 

(23.1%) da una malattia resistente ad una o più linee di terapia convenzionale a base di 

farmaci citotossici [Figura 7]. L‟espressione della proteina p53 è stata valutata, mediante 

Western blot, sia sui campioni irradiati che sulla controparte non esposta a IR, dopo una 

coltura di 8 e 24 h dal tempo dell‟esposizione. Cellule linfoidi normali, prive di alterazioni a 

carico di p53, sono state impiegate come controllo negativo.  

 

 

 
 

Figura 7. Distribuzione nelle diverse fasi di malattia dei pazienti affetti da LLC inclusi nello studio. 
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Una normale funzionalità di p53, caratterizzata dall‟assenza della proteina nella controparte 

non esposta IR e dal suo massivo incremento dopo irradiazione, è stata rilevata in 62/87 

pazienti esaminati (71.3%) e, più precisamente, in 12/13 pazienti (92.3%) all‟esordio di 

malattia; 40/54 pazienti (74.0%) in progressione di malattia e 10/20 pazienti (50.0%) 

resistenti alla terapia. Al contrario, 25/87 pazienti (28.7%), di cui 1/13 pazienti (7.7%) 

all‟esordio di malattia, 14/54 pazienti (26.0%) in progressione di malattia e 10/20 pazienti 

(50.0%) resistenti alla terapia presentavano un‟alterata funzionalità di p53 [Tabella 1; Figura 

8].  Nei pazienti caratterizzati da un‟alterata funzionalità di p53 è stato possibile distinguere 3 

differenti tipologie di disfunzioni. In 13/25 pazienti disfunzionali (52.0%) i livelli di p53 

risultavano costitutivamente incrementati nella controparte non irradiata ma subivano un 

ulteriore accumulo dopo esposizione del campione a IR (Disfunzione di tipo I). In 11 di loro 

(44.0%), nonostante la proteina p53 fosse rilevabile nella controparte non irradiata, i suoi 

livelli rimanevano immutati dopo irradiazione (Disfunzione di tipo II).  

 

 

Tabella 1. Analisi della funzionalità della proteina p53 nei pazienti affetti da LLC inclusi nello studio.  

 

 

 

 

 

 

Pazienti inclusi 

nello studio  

(n=87) 

Pazienti caratterizzati da  

normale funzionalità di p53 

(n=62; 71.3%) 

Pazienti caratterizzati da  

alterata funzionalità di p53 

(n=25; 28.7%) 

Esordio (n=13) 12/13; 92.3% 1/13; 7.7% 

Progressione (n=54) 40/54; 74.0% 14/54; 26.0% 

Resistenza (n=20) 10/20; 50.0% 10/20; 50.0% 
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a) 

 

 

 

 b)  

            

 

 

 

 

Figura 8. Funzionalità della proteina p53 nella totalità dei pazienti affetti da LLC inclusi nello studio (a) e 

nei pazienti affetti da LLC in relazione allo stadio di malattia (b). I campioni B cellulari leucemici sono stati 

esposti a IR e l‟espressione della proteina p53 è stata valutata mediante Western blot, sia sui campioni irradiati 

che sulla controparte non esposta a IR, dopo una coltura di 8 h dal tempo dell‟esposizione. 
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Infine in 1/25 pazienti (4.0%) la proteina p53 risultava assente sia nelle cellule non irradiate 

che dopo esposizione a IR (Disfunzione di tipo III) [Figura 9].  

L‟unico paziente (CLL I.A.) all‟esordio di malattia caratterizzato da anomalie funzionali a 

carico della proteina p53, presentava una disfunzione di tipo II. Dei 14 pazienti in 

progressione di malattia, 8 risultavano caratterizzati da una disfunzione di tipo I (57.1%; CLL 

F.M.R.; G.M.; L.P.; S.C.; C.G.; B.V.; G.C.; D.G.), 5 da una disfunzione di tipo II (35.7%; 

CLL M.M.; B.A.M.; I.A.; N.L.; S.A.) e un solo paziente da una disfunzione di tipo III (7.2%; 

CLL D.C.G.). Infine, dei 10 pazienti disfunzionali con LLC chemioresistente, in 5 è stata 

riscontrata una disfunzione di tipo I (50.0%; CLL P.B.; M.F.; F.C.; G.L.; D.A.A.) e nei 

restanti 5 una disfunzione di tipo II (50.0%; CLL A.R.; N.E.; L.P.; D.V.A.; S.A.). La 

distribuzione delle differenti tipologie di disfunzioni nell‟intera coorte di pazienti affetti da 

LLC e in ciascuna delle tre classi in cui i pazienti sono stati suddivisi in relazione allo stadio 

di malattia, è mostrata nella Figura 10. 

Nel complesso i risultati ottenuti rivelano una maggiore incidenza delle disfunzioni a carico di 

p53 nelle forme di LLC progressiva e chemioresistente piuttosto che all‟esordio di malattia. 

E‟ stato possibile osservare una prevalenza delle disfunzioni di tipo I non solo nella 

popolazione complessiva di pazienti affetti da LLC ma anche in 1 delle 3 classi di pazienti 

suddivisi in relazione allo stadio di malattia, rappresentata dai casi progressivi. Al contrario, i 

casi di LLC resistente sono apparsi ugualmente associati a disfunzioni di tipo I e II, mentre 

non è stato possibile valutare la correlazione tra la tipologia di disfunzione e i pazienti con 

LLC all‟esordio a causa della scarsità di campioni disfunzionali osservati nella suddetta fase 

di malattia.  
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Figura 9. Rappresentazione al Western blot delle bande relative all’espressione della proteina p53 al tempo 0 

e a 8 h dall’esposizione dei campioni cellulari di LLC a IR. Sono rappresentate a titolo esemplificativo le bande 

relative all‟espressione della proteina in: a) 3 campioni di LLC con normale funzionalità di p53 (assenza della 

proteina in condizioni basali e forte upregolazione dopo irradiazione); b) 3 campioni di LLC con disfunzione di 

tipo I (costitutivo incremento della proteina nelle cellule non irradiate e suo ulteriore accumulo dopo 

irradiazione); c) 2 campioni di LLC con disfunzione di tipo II (costitutivo incremento della proteina in 

condizioni basali in assenza di un suo ulteriore accumulo dopo irradiazione) e 1 campione di LLC con 

disfunzione di tipo III di p53 (D.C.G.; assenza della proteina sia pre- sia post-esposizione a IR). E‟ stato 

impiegato in qualità di controllo negativo un campione di linfociti normali (PBL). Per evidenziare le differenze 

potenzialmente attribuibili al caricamento del gel, le membrane sono state incubate addizionalmente con un 

anticorpo primario monoclonale anti-GAPDH. 
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a)

 

 

 

 b) 

       

 

 
 

Figura 10. a) Distribuzione delle tipologie di disfunzioni a carico della proteina p53 nella totalità dei pazienti 

(Pz) affetti da LLC inclusi nello studio. b) Distribuzione delle tipologie di disfunzioni a carico della proteina 

p53 nei pazienti affetti da LLC in relazione allo stadio di malattia. I campioni cellulari leucemici sono stati 

esposti a IR e l‟espressione della proteina p53 è stata valutata mediante Western blot, sia sui campioni irradiati 

che sulla controparte non esposta a IR, dopo una coltura di 8 h dal tempo dell‟esposizione. 
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3.2 Correlazione della funzionalità della proteina p53 con lo stato del gene TP53 

 

Il passo successivo dello studio è stato quello di valutare la correlazione tra la risposta 

funzionale di p53 alle IR e lo stato del gene TP53, analizzato dal gruppo di studio del 

Sequenziamento Genico del nostro laboratorio. Dei 62 pazienti caratterizzati da una normale 

funzionalità della proteina, la totalità di essi (100%) è risultata wild type per la sequenza del 

gene TP53, come atteso. In tale gruppo è stata quindi rilevata una concordanza del 100% tra 

dati proteici e dati genomici. Al contrario, dei 25 pazienti con anomalie funzionali della 

proteina p53, 20 hanno evidenziato mutazioni nella sequenza del gene TP53, mentre i 

rimanenti 5 (CLL P.B.; M.F.; F.C.; A.R.; D.V.A./3 disfunzioni di tipo I e 2 di tipo II), tutti 

contraddistinti da una malattia resistente, sono risultati wild-type per il locus TP53, 

suggerendo la presenza di un difetto in un differente target della via di p53. 

Conseguentemente, la concordanza tra dati proteici e dati genomici è risultata, nell‟ambito dei 

casi disfunzionali, pari all‟80.0% [Tabella 2].  

In particolare, all‟interno del sottogruppo di pazienti con anomalie funzionali e molecolari a 

carico di p53, 19/20 (10 disfunzioni di tipo I, 8 disfunzioni di tipo II e 1 disfunzione di tipo 

III) hanno evidenziato la presenza di una singola mutazione del gene TP53, mentre 1/20 (CLL 

N.E., disfunzione di tipo II) la presenza di una doppia mutazione del gene TP53, ossia di due 

diverse mutazioni in due differenti posizioni della sequenza genica. 

 

 

Tabella 2. Correlazione tra la funzionalità della proteina p53 e lo stato del gene TP53: Valori di predittività 

negativa (NPV) e positiva (PPV).                     

 

 

 

 

 

Pazienti inclusi nello 

studio (n=87) 

Pazienti caratterizzati da  

normale funzionalità di p53 

(n=62; 71.3%) 

Pazienti caratterizzati da  

alterata funzionalità di 

p53 (n=25; 28.7%) 

Pazienti TP53 wild-type 62/62; 100.0% (NPV) 5/25; 20.0% 

Pazienti TP53 mutati 0/62; 0.0% 20/25; 80.0% (PPV) 
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Nell‟ambito dei 20 pazienti disfunzionali caratterizzati da mutazioni del gene TP53, sono state 

complessivamente identificate mediante sequenziamento genico, 18 mutazioni missenso, 2 

nonsenso ed 1 microdelezione; di queste, 15 mutazioni risultavano in omozigosi mentre 6 in 

eterozigosi. Sulla base di tali dati, per una migliore comprensione dei meccanismi alla base 

della comparsa di disfunzioni a carico dell‟oncosoppressore p53, è stata valutata la 

correlazione tra le differenti tipologie di disfunzioni di p53 e il profilo mutazionale del gene 

TP53 in termini di natura e stato allelico della mutazione [Tabella 3]. Dall‟analisi delle 

mutazioni in ciascuna categoria di disfunzioni è emerso, in primo luogo, come la disfunzione 

di tipo I sia associata principalmente a mutazioni eterozigoti di natura missenso a carico del 

gene TP53. Infatti, 9/10 pazienti di LLC con disfunzioni di tipo I (90.0%) presentavano 

mutazioni con le suddette caratteristiche. Le mutazioni di natura missenso sono risultate 

peculiari anche della maggior parte dei casi disfunzionali di tipo II (7/9 pazienti; 77.8%) 

mentre in tale sottogruppo è stata riscontrata una maggiore associazione con lo stato allelico 

omozigote del gene TP53. Infatti, sebbene il 55.6% dei casi disfunzionali di tipo II (5/9 

pazienti), appariva caratterizzato da mutazioni in eterozigosi del gene TP53, il rimanente 

44.4% (4/9 pazienti) presentava mutazioni in omozigosi contrariamente all‟10.0% dei casi 

disfunzionali di tipo I [Figura 11]. E‟ stata dunque analizzata la correlazione tra le differenti 

classi disfunzionali di p53 e lo stato del gene TP53 in relazione al sito della mutazione, 

ovvero all‟esone e codone interessato e al cambio di natura nucleotidica. La disfunzione di 

tipo I è stata osservata in associazione a mutazioni del gene TP53 localizzate esclusivamente 

negli esoni 5-8 della regione codificante il DBD di p53. Tali esoni, codificando per la regione 

più significativa della proteina p53 dal punto di vista funzionale e filogeneticamente più 

conservata, in quanto coinvolta nell‟interazione con il DNA, rappresentano, infatti, i 

cosiddetti punti caldi di mutagenesi, ovvero i siti in cui si riscontra, normalmente, il maggior 

numero di mutazioni. In particolare, nel 60.0% dei casi di LLC con disfunzione di tipo I (6/10 

pazienti) sono state riscontrate mutazioni all‟interno dell‟esone 8, nel 20.0% mutazioni 

all‟interno dell‟esone 6 (2/10 pazienti), mentre il rimanente 20% risultava equamente 

caratterizzato da mutazioni all‟interno dell‟esone 7 (10.0%; 1/10 pazienti) e dell‟esone 5 

(10.0%; 1/10 pazienti). Al contrario, sebbene le mutazioni del gene TP53 a livello degli esoni 

8 e 6 presentavano la più alta incidenza nei casi disfunzionali di tipo II (33.4%, 3/9 pazienti e 

22.2%, 2/9 pazienti rispettivamente), seguite dalle mutazioni negli esoni 7 e 6 (22.2%, 2/9 

pazienti in entrambi i casi), è stata osservata, in tale sottogruppo, anche la presenza di 

mutazioni a livello dell‟esone 4 (11.1%; 1/9 pazienti), in posizione 110 del DBD, e 9 (11.1%; 

1/9 pazienti), in posizione 321 della regione segnale di localizzazione nucleare [Figura 12].  
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Tabella 3. Correlazione tra le disfunzioni a carico di p53 e il profilo mutazionale del gene TP53 nei pazienti affetti da LLC distinti in base allo stadio di malattia. 

Fasi della 

malattia 
Paziente 

Disfunzione 

proteina p53 

Esone 

TP53 

mutato 

Codone 

TP53 

mutato 

Cambio 

nucleotidico 

Transizione (Ts) 

vs 

Trasversione (Tv) 

Cambio 

aminoacidico 

Tipologia 

di 

mutazione 

Stato 

allelico 

della 

mutazione 

Esordio (n=1) I.A. II 6 193 CAT-CGT Ts His-Arg Missenso Eterozigote 

Progressione 

(n=14) 

B.A.M. II 8 282 CGG-GGG Tv Arg-Gly Missenso Omozigote 

F.M.R. I 8 283 CGC-TGC Ts Arg-Cys Missenso Omozigote 

G.M. I 6 191 CCT-CAG - In Frame Delezione Eterozigote 

L.P. I 8 273 CGT-CAT Ts Arg-His Missenso Eterozigote 

S.C. I 8 275 TGT-TTT Tv Cys-Phe Missenso Eterozigote 

S.A. II 7 241 TCC-TTC Ts Ser-Phe Missenso Omozigote 

D.C.G. III 6 213 CGA-TGA Ts Arg-Stop Nonsenso Omozigote 

C.G. I 7 248 CGG-TGG Ts Arg-Trp Missenso Eterozigote 

G.C. I 5 175 CGC-CAC Ts Arg-His Missenso Eterozigote 

I.A. II 6 193 CAT-CGT Ts His-Arg Missenso Eterozigote 

D.G. I 6 195 ATC-ACC Ts Ile-Thr Missenso Eterozigote 

M.M. II 8 281 GAC-AAC Ts Asp-Asn Missenso Omozigote 

N.L. II 4 110 CGT-CTT Tv Arg-Leu Missenso Eterozigote 

B.V. I 8 275 TGT-TAT Ts Cys-Tyr Missenso Eterozigote 

Resistenza 

(n=5) 

G.L. I 8 273 CGT-CAT Ts Arg-His Missenso Eterozigote 

L.P. II 9 321 AAA-TAA Tv Lys-Stop Nonsenso Omozigote 

N.E. 
II                    

II 

8            

7 

272     

235 

GTG-ATG 

AAC-GAC 

Ts                           

Ts 

Val-Met      

Asn-Asp 

Missenso 

Missenso 

Eterozigote 

Eterozigote 

D.A.A. I 8 278 CCT-CGT Tv Pro-Arg Missenso Eterozigote 

P.B. II 5 126 TAC-TAG Tv Tyr- Stop Nonsenso Eterozigote 
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a) 

 

 

b) 

  

 

 
Figura 11. a) Correlazione tra le disfunzioni a carico di p53 e la tipologia delle mutazioni del gene TP53; b) 

Correlazione tra le disfunzioni a carico di p53 e lo stato allelico delle mutazioni del gene TP53. 
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Nell‟ambito delle classi disfunzionali I e II è stato anche possibile rilevare una distribuzione 

del tutto distinta dei residui TP53 interessati dalla mutazione. Infatti, mentre mutazioni del 

gene TP53 a carico dei residui 175-190-191-195-248-273-275-278-283 sono state osservate 

esclusivamente in associazione a disfunzioni di tipo I, mutazioni a livello dei residui 110-126-

193-235-241-272-281-282-321 sono risultate unicamente caratteristiche delle disfunzioni di 

tipo II [Figura 13]. Inoltre, dei 10 casi disfunzionali di tipo I, 8/10 (80.0%) mostravano una 

correlazione con la classe dei mutanti di “Contatto” (residui 112-141; 236-251; 271-286) 

mentre 2/10 (20.0%) con la classe dei mutanti “Conformazionali” (residui 163-195). Al 

contrario, nell‟ambito dei 9 casi disfunzionali di tipo II, sono stati identificati 5 mutanti di 

“contatto” (55.6%); 2 mutanti “conformazionali” (22.2%) e 2 mutanti a livello di residui non 

compresi nelle regioni corrispondenti alle suddette classi mutazionali (22.2%) [Figura 14a]. 

Infine, le disfunzioni di tipo I hanno rivelato una prevalente correlazione con le transizioni 

(77.8%; 7/9 pazienti) mentre le disfunzioni di tipo II sono risultate più equamente suddivise 

tra transizioni (55.6%; 5/9 pazienti) e trasversioni (44.4%; 4/9 pazienti) [Figura 14b]. 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Correlazione tra le disfunzioni a carico di p53 e gli esoni interessati dalle mutazioni del gene TP53. 
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Non è stato invece possibile identificare un pattern di associazioni peculiari o ricorrenti tra la 

disfunzione di tipo III e il profilo mutazionale del gene TP53, dal momento che tale tipologia 

disfunzionale è stata osservata solamente in uno dei 25 pazienti affetti da LLC e caratterizzati 

da anomalie della proteina p53. Ad ogni modo, tale paziente risultava portatore di una 

mutazione omozigote di natura nonsenso del gene TP53 a livello del residuo 213 dell‟esone 6. 

I dati ottenuti rivelano, dunque, l‟esistenza di un‟associazione tra le differenti tipologie di 

disfunzioni e le caratteristiche delle mutazioni a carico del gene TP53, identificando, in 

particolar modo nel sottogruppo dei pazienti caratterizzati da disfunzioni di tipo II, un più 

complesso e sfavorevole profilo di correlazione con lo stato del suddetto gene.  

E‟ stato, inoltre, possibile costatare l‟esistenza di anomalie della proteina p53 indipendenti 

dalla presenza di mutazioni nella sequenza codificante del gene TP53 ma fenotipicamente 

sovrapponibili a quelle riscontrate in presenza di tali mutazioni. 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Correlazione tra le disfunzioni a carico di p53 e i codoni interessati dalle mutazioni del gene TP53. 
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a) 

 

 

b) 

 

 

 

 
Figura 14. a) Correlazione tra le disfunzioni a carico di p53 e le classi mutazionali del gene TP53; b) 

Correlazione tra le disfunzioni a carico di p53 e la natura del cambio nucleotidico nella sequenza mutata del gene 

TP53. 
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3.3 Correlazione della funzionalità della proteina p53 con i principali fattori prognostici 

caratteristici della LLC 

 

Allo scopo di comprendere il possibile significato prognostico delle disfunzioni a carico della 

proteina p53, è stata valutata la presenza di un‟eventuale correlazione tra le suddette tipologie 

di disfunzioni e i principali fattori indicatori di prognosi nei pazienti affetti da LLC, quali: lo 

stato mutazionale della regione IgHV; l‟espressione della proteina ZAP-70 e dell‟antigene 

CD38; la presenza della delezione del braccio corto del cromosoma 17.  

In primo luogo, dei 25 pazienti disfunzionali (13 disfunzioni di tipo I, 11 di tipo II ed 1 di tipo 

III), 20 (80.0%) sono risultati caratterizzati dalla presenza di una sequenza non mutata della 

regione IgHV, di cui: 9/13 (69.2%) con disfunzione di tipo I; 10/11 (90.9%) con disfunzione 

di tipo II e 1/1 (100.0%) con disfunzione di tipo III. Al contrario, dei restanti 5 pazienti, 

caratterizzati da una sequenza IgHV mutata, 4/13 (30.8%) presentavano una disfunzione di 

tipo I ed 1/11 (9.1%) di tipo II. L‟analisi relativa alla correlazione tra le anomalie della 

proteina p53 e l‟espressione della proteina ZAP-70, effettuata su un totale di 20/25 pazienti 

disfunzionali (11 disfunzioni di tipo I, 8 di tipo II ed 1 di tipo III), ha rivelato la presenza, di 

13/20 (60.0%) casi ZAP-70
+
, 7/11 (63.6%) con disfunzioni di tipo I e 6/8 (75.0%) con 

disfunzioni di tipo II; al contrario, 7/20 casi (40.0%) risultavano ZAP-70
-
, 4/11 (36.4%) con 

disfunzioni di tipo I, 2/8 (25.0%) con disfunzione di tipo II ed 1/1 (100.0%) di tipo III. I casi 

disfunzionali CD38
+
 sono invece risultati pari al 52.2% (12/23 casi disfunzionali esaminati; 

12 disfunzioni di tipo I, 10 di tipo II ed 1 di tipo III), con la seguente distribuzione all‟interno 

delle differenti tipologie di disfunzioni: 33.3% (4/12 pazienti) e 80.0% (8/10 pazienti) 

rispettivamente nei casi disfunzionali di tipo I e II. Nell‟ambito dei casi disfunzionali CD38
-
, 

il 66.7% (8/12 pazienti) risultava bensì associato a disfunzioni di tipo I, il 20.0% (2/10 

pazienti) a disfunzioni di tipo II e il 100.0% (1/1 pazienti) di tipo III [Tabella 4]. 

Infine, un cariotipo alterato è stato osservato in tutti i 20 pazienti disfunzionali in cui è stato 

possibile eseguire uno studio citogenetico (10 disfunzioni di tipo I, 9 di tipo II ed 1 di tipo 

III). La prevalenza della trisomia 12 e delle anomalie strutturali a carico delle regioni 

cromosomiche 13q14 e 11q22-, valutata mediante FISH in 14 dei suddetti pazienti (7 

disfunzioni di tipo I e 7 di tipo II) è risultata rispettivamente pari a 7.1%, 42.8% e 7.1%. La 

trisomia 12 è stata osservata in 1/14 pazienti (CLL progressiva F.C.; 14.3%, 1/7 disfunzioni di 

tipo I); la del13q14 in 6/14 pazienti (57.2%, 4/7 disfunzioni di tipo I e 28.6%, 2/7 disfunzioni 

di tipo II) e la del11q22-23 in 1/14 pazienti (CLL progressiva S.A.; 14.3%, 1/7 disfunzioni di 

tipo II) [Tabella 4].  
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Sedici dei 20 pazienti p53 disfunzionali analizzati per la presenza di anomalie strutturali a 

carico della regione cromosomica 17p sono risultati caratterizzati dalla del17p13 (16/20; 

80.0%). All‟interno di tale coorte, 6/16 (37.5%) pazienti presentavano una disfunzione di tipo 

I (60.0%, 6/10 disfunzioni di tipo I), 9/16 (56.3%) di tipo II (100.0%, 9/9 disfunzioni di tipo 

II) e 1/16 (6.2%) di tipo III (100.0%, 1/1 disfunzioni di tipo III). Prendendo in considerazione 

la totalità dei pazienti disfunzionali (n=20) inclusi nell‟analisi citogenetica della regione 17p è 

stato possibile rilevare valori di cellule del17p13
+ 

compresi tra il 5% e il 20% nel 10.0% 

(1/10) delle disfunzioni di tipo I e nel 33.3% (3/9) delle disfunzioni di tipo II, mentre valori 

superiori al 20% sono stati osservati nel 50.0% (5/10) delle disfunzioni di tipo I, nel 66.7% 

(6/9) delle disfunzioni di tipo II e nel 100% (1/1) delle disfunzioni di tipo I [Tabella 4].  

 

 

Tabella 4. Caratteristiche biologiche dei pazienti affetti da LLC contraddistinti dalla presenza di difetti 

funzionali a carico della proteina p53.  
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Caratteristiche 

Biologiche 

Disfunzioni 

di Tipo I 

Disfunzioni 

di Tipo II 

Disfunzioni 

di Tipo III 

Omologia IgHV ≥98% 9/13 (69.2%) 10/11 (90.9%) 1/1 (100.0%) 

ZAP-70 ≥20 7/11 (63.6%) 6/8 (75.0%) 0/1 (0.0%) 

CD38 ≥7% 4/12 (33.3%) 8/10 (80.0%) 0/1 (0.0%) 

 

del 17p13   5≤ <20% 

 

del 17p13   ≥20% 

1/10 (10.0%) 2/9 (33.3%) 0/1 (0.0%) 

5/10 (50.0%) 6/9 (66.7%) 1/1 (100.0%) 

del 11q22-23 >10% 0/7 (0.0%) 1/7 (14.3%) - 

del 13q14 >5% 4/7 (57.2%) 2/7 (28.6%) - 

+12>5% 1/7 (14.3%) 0/7 (0.0%) - 
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Quindici (75.0%) dei 20 pazienti disfunzionali analizzati, 6/10 (60.0%) disfunzioni di tipo I, 

8/9 (88.9%) disfunzioni di tipo II ed 1/1 (100%) disfunzioni di tipo III, risultavano 

caratterizzati sia da mutazioni a carico del gene TP53 che dalla del17p13. La sola presenza di 

mutazioni del gene TP53 è stata osservata in 3/20 (15.0%) pazienti, tutti contraddistinti da una 

disfunzione di tipo I (30.0%, 3/10 disfunzioni di tipo I), mentre 1/20 pazienti (5.0%; CLL 

resistente A.R.; 1/9, 11.1 disfunzioni di tipo II) presentava unicamente la del17p13. Infine, in 

1/20 pazienti (5.0%, CLL resistente F.C.; 10%, 1/10 disfunzioni di tipo I) non è stata rilevata 

la presenza né di mutazioni del gene TP53 né della del17p13 [Figura 15]. Nei pazienti con 

disfunzioni a carico della proteina p53 è stata inoltre osservata la stessa distribuzione dei 

fattori prognostici indipendentemente dalla presenza di mutazioni del gene TP53.  

Nel complesso, i dati ottenuti, sebbene relativi ad una piccola coorte di pazienti, hanno 

rivelato una prevalente associazione tra le disfunzioni a carico della proteina p53 e i principali 

fattori di prognosi infausta caratteristici della LLC. Inoltre, nell‟ambito delle differenti classi 

disfunzionali è stato possibile identificare una maggiore tendenza a tale associazione nel 

sottogruppo dei pazienti caratterizzati da disfunzioni di tipo II.  

 

 

 

 

 

 
Figura 15. Correlazione tra la tipologia di disfunzione a carico della proteina p53 e la presenza di anomalie 

mono- o bi-alleliche del gene TP53.  
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3.4 Correlazione della funzionalità della proteina p53 con la capacità di induzione del 

processo apoptotico  

 

Il passo conclusivo di questo studio è stato quello di stabilire se le disfunzioni della proteina 

p53, associate o meno ad alterazioni del gene TP53, identificate all‟interno delle cellule 

neoplastiche dei pazienti affetti da LLC, potessero causare un‟alterazione dei meccanismi 

cellulari p53-dipendenti. Dal momento che le cellule di LLC sono prevalentemente non 

ciclanti e refrattarie agli stimoli mitogeni, la valutazione della sensibilità, delle forme 

funzionali e disfunzionali della proteina p53, al processo apoptotico indotto dopo esposizione 

dei campioni di LLC a IR, è stato preferito rispetto all‟analisi della capacità di arresto del 

ciclo cellulare. Le radiazioni ionizzanti, infatti, danneggiano il DNA cellulare inducendo la 

via apoptotica p53-dipendente. Di conseguenza, le cellule caratterizzate da assenza di 

alterazioni nella via di p53 vanno normalmente incontro a una progressiva morte cellulare 

dopo esposizione a IR.  

Il tasso apoptotico delle cellule di LLC in condizioni basali e dopo esposizione a 5 Gy di IR, è 

stato valutato dopo 24 h di coltura dall‟induzione del danno al DNA, mediante doppia 

marcatura con Annexina V e Ioduro di Propidio e successiva analisi citometrica a flusso. 

L‟analisi è stata effettuata su un numero complessivo di 26 pazienti, di cui: 16 caratterizzati 

da normale funzionalità della proteina p53 e 10 caratterizzati da una proteina disfunzionale. 

Come atteso, in tutti i casi di LLC con normale funzionalità di p53 e quindi sequenza “wild-

type” del gene TP53, è stato possibile osservare una preservata capacità di induzione del 

processo apoptotico dopo esposizione a IR. In particolare, a 24 h è stata stimata una 

percentuale media di cellule apoptotiche pari, in tali casi, a 52.4% ± 15% nelle cellule non 

irradiate e 74.5% ± 14% dopo irradiazione, con un incremento medio di 1.4 volte. Tale 

differenza è risultata statisticamente significativa (P=0.007). La Figura 16 mostra, a scopo 

esemplificativo, la visualizzazione al citofluorimetro della percentuale di cellule apoptotiche 

osservata in 1 paziente caratterizzato da normale funzionalità di p53.  

In contrasto con quanto osservato nei campioni contraddistinti dalla presenza di una proteina 

p53 funzionale, le cellule isolate da 9/10 pazienti studiati caratterizzati da disfunzioni di p53 

hanno manifestato una resistenza al processo apoptotico indotto dall‟esposizione a IR. 

Complessivamente in tali casi è stata osservata una percentuale media di apoptosi pari a 

49.7% ± 25% in condizioni basali e 57.6% ± 24% dopo esposizione a IR, con un incremento 

medio di 1.2 volte, confermando che la morte cellulare indotta dalle IR è, nelle cellule di 

LLC, p53-dipendente [Figura 17].  
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Nell‟ambito, dei suddetti pazienti, è stato inoltre possibile distinguere, in relazione alla 

tipologia di disfunzione riscontrata, due differenti livelli di resistenza al processo apoptotico 

indotto da IR. Infatti, nei 4/9 pazienti resistenti caratterizzati da disfunzioni di tipo I studiati, 

la percentuale media di apoptosi è risultata pari a 35.3% ± 14.9% in condizioni basali e 47.3% 

± 15.7% dopo irradiazione, con un incremento medio di 1.3 volte, evidenziando una 

condizione di parziale resistenza alle IR. 

 

 

 

 

Figura 16. Visualizzazione al citofluorimetro della percentuale di cellule apoptotiche prima e dopo esposizione a 

IR osservata in 1 paziente caratterizzato da normale funzionalità di p53 (Paziente Z.G., LLC alla diagnosi). 

 

 

Al contrario, nei restanti 5/9 pazienti, di cui 4 con disfunzioni di tipo II ed 1 con disfunzione 

di tipo III, è stata stimata una percentuale media di cellule apoptotiche pressoché identica 

prima e dopo irradiazione, con valori rispettivamente pari a 61.2% ± 25.6% e 65.8% ± 25.9% 

ed incremento medio di 1.07, indicando una condizione di completa resistenza alle IR [Figura 

18]. Otto di tali pazienti risultavano caratterizzati anche da mutazioni a carico del gene TP53, 

mentre in 1 paziente, affetto da LLC resistente, era stata rilevata una normale sequenza del 

suddetto gene, evidenziando un‟alterazione della funzionalità di p53 indipendente dalla 
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presenza di mutazioni del gene TP53. La Figura 19 mostra la visualizzazione al 

citofluorimetro della percentuale di cellule apoptotiche osservata in 3 pazienti di LLC 

ciascuno caratterizzato da una delle differenti tipologie di disfunzione di p53.  

Infine, in 1 dei 9 pazienti (CLL progressiva N.L., disfunzione di tipo II) studiati caratterizzati 

da disfunzioni di p53, è stata riportata una normale risposta alle IR (dati non mostrati), 

consistente o con la possibilità che l‟anomalia funzionale interessi un piccolo subclone della 

popolazione neoplastica o con l‟attivazione di un processo apoptotico p53-indipendente. 

In conclusione, i dati osservati evidenziano l‟associazione tra la presenza di disfunzioni a 

carico della proteina p53 e la comparsa di alterazioni nel meccanismo di induzione del 

processo apoptotico indotto dalle IR. Le differenti forme di resistenza al processo apoptotico 

osservate in tale studio nei pazienti disfunzionali, mostrano, inoltre, come ciascuna tipologia 

di disfunzione possa avere un impatto più o meno forte sull‟alterazione dei meccanismi 

cellulari p53-dipendenti. 
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Figura 17. Confronto delle percentuali medie di cellule apoptotiche prima e dopo esposizione a IR osservate 

nella totalità dei pazienti caratterizzati da normale o alterata funzionalità di p53. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Correlazione tra le percentuali medie di cellule apoptotiche prima e dopo esposizione a IR e la 

tipologia di disfunzione a carico di p53. 
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Figura 19. Visualizzazione al citofluorimetro della percentuale di cellule apoptotiche osservata in 3 pazienti di 

LLC ciascuno caratterizzato da una delle differenti tipologie di disfunzione di p53: a) Paziente L.P., disfunzione 

I, LLC in progressione; b) Paziente A.R., disfunzione II, LLC resistente; c) Paziente D.C.G., disfunzione III, 

LLC in progressione.  
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4. DISCUSSIONE 

 

La comprensione dei meccanismi molecolari alla base della suscettibilità al cancro e della 

resistenza a terapie farmacologiche specifiche è essenziale per migliorarne l‟esito terapeutico. 

La LLC è una patologia a decorso clinico altamente variabile e sebbene l‟identificazione di 

parametri prognostici, sia di natura clinica che biologica, abbia consentito la classificazione 

dei pazienti in categorie di rischio, tale suddivisione non sempre si rivela adeguata alla 

predizione del comportamento clinico e della risposta farmacologica. Le principali opzioni 

terapeutiche destinate a pazienti affetti da LLC sono tuttora rappresentate dall‟impiego di 

farmaci citotossici o di antimetaboliti, quali agenti alchilanti e analoghi purinici, che mediano 

l‟eliminazione delle cellule neoplastiche attivando il processo di morte cellulare programmata 

dopo induzione di un danno diretto o indiretto a carico del DNA. Di conseguenza, lo studio 

delle proprietà che determinano la suscettibilità delle cellule di LLC alla terapia antitumorale 

e la loro eventuale correlazione con i marcatori prognostici caratteristici della patologia, 

potrebbe diventare utile per ottenere informazioni predittive addizionali. In tale ambito, un 

ruolo di primaria importanza riveste la proteina oncosoppressoria p53 che, attraverso 

l‟induzione dell‟arresto del ciclo cellulare, dell‟apoptosi o della senescenza in risposta a 

differenti condizioni di stress, tra cui la presenza di un danno a carico del DNA, non solo 

protegge il genoma dagli insulti mutageni, ma contribuisce anche all‟azione citotossica della 

maggior parte dei chemioterapici. Non sorprende quindi l‟osservazione che i difetti del gene 

TP53 nella LLC siano fortemente associati a progressione di malattia, resistenza alla 

chemioterapia e accorciamento dell‟aspettativa di sopravvivenza. Tali dati sono emersi in 

primo luogo dall‟analisi del decorso della LLC in pazienti caratterizzati dalla delezione del 

braccio corto del cromosoma 17, regione su cui mappa il gene TP53, ma sono stati 

successivamente consolidati dall‟analisi di pazienti contraddistinti dalla comparsa di 

mutazioni a carico del suddetto gene, in associazione o meno alla del17p13. In realtà, 

nonostante la dimostrazione dell‟esistenza di una correlazione tra le alterazioni molecolari a 

carico del gene TP53 e il peggioramento della prognosi, esiste, anche all‟interno del 

sottogruppo di pazienti affetti da LLC caratterizzati da tali alterazioni, una considerevole 

variabilità prognostica. Parte di questa variabilità può essere attribuita alle proprietà 

funzionali della proteina p53 mutata. A differenza, infatti, di altri geni oncosoppressori, che 

normalmente sono inattivati da mutazioni associate a perdita di sintesi del prodotto genico, la 

maggior parte delle mutazioni del gene TP53 è contraddistinta dalla produzione di una 

proteina mutata che, a seconda dei casi, può esercitare un effetto dominante negativo sulla 
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proteina “wild-type” e/o essere caratterizzata da nuove proprietà oncogeniche. La 

combinazione tra le suddette caratteristiche e l‟estensione della mutazione all‟interno della 

popolazione neoplastica, che influenzano rispettivamente l‟attività residua della proteina 

normale e la quantità di proteina mutata prodotta, può quindi esercitare un‟influenza più o 

meno negativa sui meccanismi cellulari alla base della progressione tumorale e della 

resistenza alle terapie farmacologiche antineoplastiche. Tuttora, però, gli effetti di tale 

combinazione sono poco chiari e quindi oggetto di intenso dibattito.  

Sulla base di tali premesse, il presente progetto di ricerca si è incentrato sullo studio della 

funzionalità della proteina p53 in pazienti affetti da LLC, nel tentativo di correlare l‟attività di 

tale proteina al decorso della malattia e, quindi, alle caratteristiche molecolari del gene TP53, 

con lo scopo di implementare la comprensione della variabilità dell‟andamento clinico in 

pazienti contraddistinti da alterazioni a carico di tale oncosoppressore e identificare, 

all‟interno di tale gruppo, quei pazienti che potrebbero beneficiare di un approccio terapeutico 

innovativo. Sono stati inclusi nello studio pazienti affetti da LLC a diversi stadi di malattia, 

quali: esordio, progressione e resistenza a una o più linee di terapia citotossica convenzionale. 

La funzionalità di p53 è stata studiata valutando l‟induzione della proteina in risposta 

all‟esposizione dei campioni primari di cellule neoplastiche di LLC a radiazioni ionizzanti. Da 

tale analisi è emerso, prendendo in considerazione la totalità dei pazienti inclusi nello studio, 

che la proteina p53 risulta caratterizzata da una normale funzionalità nella maggior parte dei 

casi e più precisamente in una quota pari al 71.3%, presentando, al contrario, anomalie 

funzionali nel restante 28.7%. Questo primo dato suggerisce come, diversamente da altre 

forme di neoplasie in cui la percentuale di alterazioni a carico dell‟oncosoppressore p53 si 

estende sino all‟80.0% dei pazienti, nella LLC tale proteina rivesta probabilmente un ruolo 

più marginale nel processo tumorale o, in alternativa, sfrutti la ridondanza della sua via di 

segnalazione intracellulare per influenzare tale processo.  

All‟interno dei casi disfunzionali è stato quindi possibile osservare una peculiare distribuzione 

in relazione alle differenti classi di pazienti affetti da LLC. Infatti, sebbene le disfunzioni 

della proteina p53 siano state rilevate anche in pazienti al momento della diagnosi, esse sono 

apparse concentrate maggiormente in pazienti in progressione di malattia e in pazienti con 

malattia resistente o refrattaria alle terapie citotossiche convenzionali. In seguito a tale 

osservazione, è stato possibile supporre che le anomalie a carico di p53 siano rilevanti, nella 

LLC, non tanto nel condizionare la patogenesi della malattia, quanto nell‟influenzare e 

governare la progressione, quindi l‟espansione del clone leucemico all‟interno della 

popolazione cellulare, e la suscettibilità alla terapia antitumorale, con implicazioni nello 
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sviluppo di resistenze farmacologiche. Non vi sono in letteratura studi di funzione della 

proteina p53 in pazienti affetti da LLC a differente stadio di malattia, ma i risultati ottenuti in 

tale ambito sono paragonabili e riflettono quanto osservato relativamente alla presenza di 

alterazioni molecolari del gene TP53 nei suddetti pazienti. Infatti, tali alterazioni sono 

normalmente riscontrate dal 4 al 37% dei pazienti di LLC, con la più bassa incidenza, pari al 

4-10%, al momento della diagnosi e la più alta, del 25-37%, al momento della comparsa della 

chemioresistenza [97]. A giustificare la bassa incidenza di alterazioni a carico della proteina 

p53 al momento della diagnosi, vi è la considerazione che tra le ipotesi relative alla 

patogenesi della LLC, una delle più accreditate riguarda la stimolazione antigenica del 

recettore B cellulare delle cellule neoplastiche. Di conseguenza, la comparsa di tali alterazioni 

potrebbe inserirsi in questo contesto ed esserne conseguenza piuttosto che causa scatenante, 

considerando che un comportamento biologico più aggressivo delle cellule B neoplastiche, in 

termini di rapida proliferazione e avanzato danno al DNA, potrebbe comportare una pressione 

mutazionale selettiva nei confronti di p53. Al contrario, a conferma del possibile ruolo delle 

alterazioni di p53 nella progressione di malattia, è emerso, da un recente studio, come tale 

proteina sia in grado di controllare la polarità delle divisioni cellulari in cellule staminali 

cancerose (CSC) [108]. Attraverso l‟impiego di un modello di cellule tumorali mammarie, è 

stato osservato come tali cellule siano caratterizzate da una maggiore tendenza a divisioni 

simmetriche e illimitate e come queste proprietà possano essere trasferite in cellule staminali 

normali (CSN), mediante l‟introduzione di mutazioni a carico del gene TP53. Al contrario, la 

riattivazione farmacologica di p53 si associa al ripristino dell‟asimmetria delle divisioni 

cellulari sia nelle CSN che nelle CSC. Di conseguenza, l‟acquisizione di anomalie a carico di 

p53 da parte delle cellule tumorali, può rappresentare un meccanismo utile a favorire, 

influenzando la simmetria delle divisioni cellulari, la crescita tumorale e quindi la 

progressione di malattia. La relazione tra anomalie della proteina p53 e acquisizione di 

resistenze alla terapia antitumorale risulta invece più facilmente comprensibile, dal momento 

che i farmaci citotossici impiegati nella LLC agiscono attivando la via apoptotica p53-

dipendente, per cui la loro somministrazione potrebbe favorire un meccanismo di “escape” 

tumorale consistente con la comparsa o la selezione di cloni caratterizzati da alterazioni 

molecolari e/o funzionali di p53 all‟interno di nicchie ematiche rese disponibili dall‟attività 

dei farmaci.  

Dall‟analisi dei campioni dei pazienti affetti da LLC in cui la proteina p53 è risultata 

disfunzionale, è stato possibile individuare 3 tipologie di disfunzioni, classificate come 

disfunzioni di tipo I, II e III. La disfunzione di tipo I si associa a un costitutivo incremento 
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della proteina p53 nelle cellule di LLC non irradiate e un suo ulteriore accumulo dopo 

irradiazione. Nella disfunzione di tipo II, pur essendo presente il costitutivo incremento della 

proteina in condizioni basali, non si verifica alcun ulteriore accumulo dopo irradiazione. 

Infine, nella disfunzione di tipo III, la proteina p53 non risulta rilevabile né prima né dopo 

esposizione delle cellule di LLC a radiazioni ionizzanti. Le disfunzioni di tipo I sono state 

riscontrate con maggiore frequenza sia all‟interno della totalità dei pazienti inclusi nello 

studio che in 1 delle 3 classi di pazienti suddivisi in relazione allo stadio di malattia, 

rappresentata dai casi progressivi. Non essendo state riscontrate disfunzioni di tipo I nei 

pazienti all‟esordio di malattia, non è stato invece possibile valutare la correlazione di tali 

alterazioni all‟interno della suddetta classe.  

Il dato relativo alla prevalenza delle disfunzioni di tipo I nei pazienti affetti da LLC risulta 

interessante se si considera la definizione di p53 come oncosoppressore. Infatti, essendo le 

disfunzioni di tipo I caratterizzate dalla co-presenza di una quota di proteina mutata e una 

quota di proteina normale, giustificata dall‟aumento dell‟accumulo di p53 dopo irradiazione, 

si potrebbe supporre che nella maggior parte dei casi siano selezionate, diversamente da 

quanto accade per altri oncosoppressori, alterazioni monoalleliche del gene TP53, associate 

alla produzione di una proteina p53 con effetto dominante negativo nei confronti della 

proteina normale o con nuove proprietà oncogeniche. In ambo i casi, infatti, gli effetti deleteri 

delle anomalie di p53 potrebbero essere sufficientemente esercitati anche in presenza di una 

porzione normale della proteina stessa, senza dover essere necessariamente accompagnate da 

inattivazione biallelica. In alternativa, si potrebbe pensare alla presenza di anomalie 

addizionali di altri componenti della via di p53 che agirebbero in maniera sinergica con le 

alterazioni monoalleliche a carico del gene TP53 o alla presenza di alterazioni bialleliche 

estese solamente ad un subclone della popolazione neoplastica.  

Per quanto riguarda le disfunzioni di tipo II, è importante sottolineare come i pazienti 

chemioresistenti siano caratterizzati dalla più alta percentuale di tali alterazioni. Dal momento 

che nel caso delle disfunzioni di tipo II non è stata rilevata alcuna quota normale di proteina 

p53, si potrebbe supporre, in tal caso, un‟inattivazione biallelica del gene TP53 estesa 

all‟intera popolazione tumorale. Come riportato da uno studio recente, l‟analisi sequenziale di 

pazienti affetti da LLC TP53 “wild-type” e sottoposti a terapia citotossica, ha rivelato che la 

simultanea inattivazione di ambo gli alleli del gene TP53 appare peculiare in tali casi poiché, 

probabilmente, viene accelerata dalla terapia stessa e segue meccanismi diversi rispetto ai 

processi di mutagenesi spontanea. L‟inattivazione biallelica appare inoltre caratterizzata, in 

tale studio, da un primo evento di mutagenesi cui può associarsi, sull‟altro allele, un secondo 
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evento mutagenico o l‟acquisizione della del17p13 [97]. Queste osservazioni potrebbero 

quindi giustificare la concentrazione delle disfunzioni di tipo II all‟interno della categoria dei 

pazienti chemioresistenti. Infine, essendo stata osservata la disfunzione di tipo III in un unico 

paziente affetto da LLC in progressione di malattia, non è stato possibile valutare, in tal caso, 

una reale associazione all‟una o l‟altra classe di malattia. 

Allo scopo di verificare le ipotesi relative alla correlazione tra le differenti tipologie di 

disfunzioni dell‟oncosoppressore p53 e lo stato del gene TP53 è stato quindi effettuato un 

confronto tra il dato funzionale di natura proteica e il dato genomico relativo all‟analisi di 

sequenza del suddetto gene. Tale confronto ha rivelato, in primo luogo, una concordanza 

assoluta tra la normale funzionalità della proteina p53 e lo stato “wild-type” del gene TP53. 

Al contrario, è stata osservata una concordanza elevata, seppur non assoluta, tra la presenza di 

disfunzioni della proteina p53 e lo stato mutato del gene TP53. L‟analisi dei casi disfunzionali 

concordanti, precisamente pari all‟80.0%, ha identificato nella maggior parte mutazioni 

missenso, osservate per lo più in eterozigosi. Tale dato riflette le peculiarità del profilo 

mutazionale del gene TP53 che, svariati studi di pubblicazione più o meno recente, riportano 

sia caratterizzato, in circa il 75% dei casi, proprio da alterazioni missenso [96-99].  

Il confronto tra i dati di funzionalità e quelli genomici ha inoltre mostrato la tendenza delle 

varie tipologie di disfunzioni ad associarsi a un profilo mutazionale specifico sia in termini di 

natura che posizione della mutazione genica. In particolare, la disfunzione di tipo I è stata 

osservata in associazione prevalente sia a mutazioni missenso che a mutazioni in eterozigosi, 

osservate entrambe in circa il 90.0% dei casi, a supporto dell‟ipotesi relativa alla correlazione 

tra tali disfunzioni e le forme di inattivazione monoallelica del gene TP53. Anche le 

disfunzioni di tipo II sono apparse associate a mutazioni missenso del gene TP53, sebbene, 

rispetto alle disfunzioni di tipo I, si sono rivelate caratterizzate da una più stretta correlazione 

a mutazioni omozigoti. Quest‟ultimo dato favorisce, in tal caso, la tesi dell‟associazione delle 

disfunzioni di tipo II alle forme di inattivazione biallelica del gene TP53. L‟analisi dei 3 

pazienti con disfunzione di tipo II e mutazioni eterozigoti di TP53 ha inoltre permesso di 

supportare ulteriormente questa tesi. Tali pazienti sono, infatti, apparsi caratterizzati da un 

assetto genomico più complesso. Uno di loro presentava due diverse mutazioni del gene TP53 

in eterozigosi. Se tali mutazioni fossero presenti sullo stesso allele, una mutazione con effetto 

dominante negativo sul prodotto genico normale potrebbe giustificare il fenotipo di una 

disfunzione di tipo II; in alternativa, se le due mutazioni fossero presenti su due alleli diversi, 

tale condizione potrebbe mimare quello che si verifica nel caso di una mutazione in 

omozigosi e, anche in questo caso, correlare con il fenotipo di una disfunzione di tipo II. Il 
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secondo paziente, studiato orizzontalmente al momento della diagnosi e in progressione di 

malattia, ha manifestato, all‟analisi effettuata mediante FISH, la presenza addizionale di una 

delezione del braccio corto del cromosoma 17 in una percentuale iniziale di cellule B 

neoplastiche del 14.0%, con successiva estensione sino all‟84.0% in progressione di malattia. 

In aggiunta, in tale paziente è stata riscontrata una singola mutazione missenso in eterozigosi 

nel gene ATM, concordante con la mancata induzione di p53 dopo irradiazione delle cellule 

tumorali. La presenza di cellule del17p13
+
 è stata rivelata anche nel terzo paziente, in una 

percentuale pari al 75.0%. In quest‟ultimo paziente, la presenza di un fenotipo di tipo II 

nonostante una mutazione eterozigote del gene TP53 e una del17p13 non estesa a tutta la 

popolazione neoplastica, risulta consistente con l‟esercizio di un effetto dominante negativo 

da parte della proteina p53 mutata sulla forma normale. Anche la disfunzione di tipo III, 

sebbene identificata in un solo paziente, è risultata associata ad una forma di inattivazione 

biallelica del gene TP53, rappresentata da una mutazione in omozigosi con introduzione di un 

codone di stop. In questo caso, si potrebbe supporre che la mancata osservazione di p53 sia in 

condizioni basali che dopo irradiazione, dipenda dall‟impossibilità dell‟anticorpo impiegato 

nello studio di riconoscere la forma tronca della proteina o dalla tendenza della proteina 

tronca ad essere riconosciuta e degradata.  

E‟ stato possibile distinguere le disfunzioni di tipo I e II anche in relazione alla differente 

corrispondenza con gli esoni e i codoni del gene TP53 interessati dalla mutazione. Mentre nel 

caso delle disfunzioni di tipo I è stata, infatti, osservata la presenza esclusiva di mutazioni 

nelle regioni codificanti il DBD, con prevalenza di mutanti di “contatto”, le disfunzioni di tipo 

II sono risultate associate non solo a mutazioni nel DBD ma anche in regioni esterne al DBD, 

con una correlazione più stretta con la classe dei mutanti “conformazionali”, nota per essere 

associata ad un effetto prognostico peggiore. In tali casi è stata osservata anche 

un‟associazione con mutanti a livello di residui non compresi nelle regioni corrispondenti alle 

suddette classi mutazionali. Di conseguenza, si potrebbe supporre che le disfunzioni di tipo I 

siano la manifestazione degli eventi classici di mutagenesi a carico del gene TP53 e, al 

contrario, che le disfunzioni di tipo II, siano la manifestazione di eventi mutageni più 

complessi, nati da una pressione selettiva in parte diversa e con un probabile maggiore 

impatto prognostico sfavorevole. E‟ stato ad esempio dimostrato, attraverso la trasfezione di 

differenti mutanti di TP53 in cellule di lievito, che circa il 30% delle mutazioni ha un effetto 

dominante negativo sull‟allele TP53 “wild-type” e che tali mutazioni ricadono 

preferenzialmente in codoni codificanti aminoacidi altamente conservati localizzati all‟interno 

del DBD [109]. La correlazione delle disfunzioni di tipo I a mutazioni prevalentemente 
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localizzate nel DBD avvalora l‟ipotesi che quest‟ultime possano esercitare un meccanismo 

dominante negativo sulla proteina normale e quindi, come supposto, manifestare il loro effetto 

anche in assenza di meccanismi di inattivazione biallelica del gene TP53. Per quanto riguarda 

la disfunzione di tipo III, essa è stata osservata in associazione a una mutazione interna al 

DBD ma a livello di residui non compresi nelle regioni corrispondenti alle classi dei mutanti 

di “contatto” o “conformazionali”.  

I risultati ottenuti relativamente alle varie tipologie di disfunzioni e alle loro correlazioni con 

lo stato del gene TP53, concordano solo in parte con i dati pubblicati in letteratura. Questo 

deriva principalmente dalla scarsità di studi di funzione della proteina p53 nella LLC. Solo 

due recenti lavori riportano l‟identificazione di altrettante tipologie di disfunzioni a carico di 

p53 nella LLC, ma in termini non totalmente sovrapponibili a quanto rilevato in questo studio.  

Sebbene, infatti, nel lavoro pubblicato dal gruppo di ricerca di Stankovic T et al. [103] sia 

stata identificata una tipologia di disfunzione, definita di tipo A, sovrapponibile, sia in termini 

di definizione che di relazione con lo stato di inattivazione monoallelica del gene TP53, alla 

disfunzione di tipo I osservata in questo studio, non è stato possibile trovare alcuna 

corrispondenza relativamente alle disfunzioni di tipo II e III. Al contrario, nel suddetto lavoro, 

viene descritta l‟esistenza di una seconda tipologia di disfunzione, definita di tipo B, per 

definizione ma non per correlazione con lo stato del gene TP53, paragonabile alla disfunzione 

di tipo III di questo studio. L‟assenza di una corrispondenza può essere giustificata 

considerando i differenti parametri presi in esame in ciascuno degli studi, sulla base dei quali 

ruota la definizione della tipologia di disfunzione. In questo lavoro, è stato possibile 

identificare 3 classi di disfunzioni prendendo in considerazione la sola espressione dalla 

proteina p53. La classificazione suggerita dal gruppo di ricerca di Stankovic T et al., nasce 

invece dall‟analisi simultanea dei livelli di espressione delle proteine p53 e p21. Di 

conseguenza, la disfunzione di tipo B, che si associa ad assenza di accumulo basale di p53 e 

deficit contemporaneo di induzione di entrambe le proteine dopo irradiazione, risulta 

associata a mutazioni del gene ATM, confermando il ruolo di tale proteina nell‟attivazione 

della via di p53 a seguito dell‟induzione di un danno al DNA. Analogamente, nel lavoro 

pubblicato da Pettitt AR et al., ritroviamo un‟ulteriore classificazione delle tipologie di 

disfunzioni, basata sull‟espressione di p53 e p21 [110]. In questo lavoro, viene inoltre 

identificata una terza tipologia di disfunzione, definita di tipo C, caratterizzata da incapacità 

della proteina p21 di accumularsi in seguito ad un danno a carico del DNA cellulare, 

nonostante una normale risposta di p53. Tale disfunzione è riportata in circa il 10% dei 

pazienti affetti da LLC e sembra essere causata dalla presenza di un polimorfismo nel codone 
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31 del gene p21. Questo difetto è infine associato a fenomeni di resistenza alla citotossicità 

indotta dalle radiazioni ionizzanti [110]. Ad ogni modo, quello che risulta evidente dai lavori 

pubblicati in letteratura e viene avvalorato da questo studio è che ad ogni tipologia di 

disfunzione della proteina p53 rilevata, si associa una diversa alterazione di natura genica, che 

può coinvolgere la proteina p53 stessa o diverse componenti a monte o a valle della sua via di 

segnalazione.  

Una quota pari al 20.0% dei pazienti disfunzionali è risultata caratterizzata dall‟assenza di 

alterazioni molecolari del gene TP53. In questi casi si potrebbe supporre che la mutazione non 

sia del tutto assente, ma che l‟alterazione genica sia presente in esoni non routinariamente 

sequenziati, ovvero esoni esterni al DBD. Questo implica che la restrizione dell‟analisi di 

sequenza agli esoni 5-8 del gene TP53 potrebbe dare origine a dei falsi negativi, 

sottostimando la presenza di mutazioni non presenti nei comuni hot-spots. In realtà, in tutti i 

casi discordanti, nonostante sia stato eseguito il sequenziamento dell‟intera regione 

codificante del gene TP53 (esoni 2-11), non è stata rivelata presenza alcuna di mutazioni. 

Questo dato conferma quanto osservato recentemente in letteratura riguardo la possibilità di 

osservare anomalie funzionali e, quindi, meccanismi di stabilizzazione della proteina p53, 

indipendenti dalla presenza di mutazioni a carico del gene TP53. In realtà, si potrebbe 

ipotizzare che la mutazione sia presente in un subclone di ridotta estensione all‟interno della 

popolazione neoplastica, tanto da risultare non rilevabile, oppure che i casi discordanti siano 

contraddistinti da alterazioni di altre componenti della via di p53. E‟ stato, infatti, dimostrato 

che il 15%-35% dei pazienti affetti da LLC possiede una copia soprannumeraria del 

cromosoma 12, che codifica per MDM2, proteina inibitoria di p53. L‟overespressione di 

MDM2 è stata, inoltre, riportata nella LLC sia come anomalia singola che in associazione alla 

trisomia del cromosoma 12. Anche l‟inattivazione del gene ATM, come descritto nel lavoro 

del gruppo di ricerca di Stankovic T, rappresenta un‟ulteriore potenziale causa di disfunzioni 

di p53 in pazienti affetti da LLC TP53 “wild-type”. Ridotti livelli della proteina ATM sono 

stati rilevati complessivamente nel 30%-40% dei pazienti di LLC e nel 20% dei casi è stata 

dimostrata la presenza della del11q22-23, regione su cui mappa il gene ATM. Sia 

l‟overespressione di MDM2 che l‟inattivazione di ATM comporterebbero tuttavia una 

alterazione nella capacità della proteina p53 di accumularsi dopo irradiazione, in assenza di 

quantità rilevabili della stessa in condizioni basali. In realtà, il fenotipo osservato nei pazienti 

disfunzionali TP53 “wild-type”, di cui 3 caratterizzati da disfunzioni di tipo I e 2 di tipo II, 

non mostra una correlazione con quanto atteso in presenza di anomalie di MDM2 o ATM, 

essendo caratterizzato, sia nel caso delle disfunzioni di tipo I che II, da un aumento costitutivo 
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basale della proteina p53. Di conseguenza, in tali casi si potrebbe pensare ad anomalie dei 

meccanismi di degradazione di p53 a carico di molecole diverse da MDM2, come 

l‟oncosoppressore ARF o i regolatori del processo di ubiquitinazione. Nei pazienti 

disfunzionali TP53 “wild-type” è quindi in corso uno studio volto all‟identificazione di cause 

alternative di disfunzione dell‟oncosoppressore p53, che comprende comunque la valutazione 

dello stato dei geni ATM e MDM2. Ad ogni modo, indipendentemente dalle cause di 

stabilizzazione della proteina p53 in condizioni basali, è necessario ricordare come la 

presenza di alterazioni funzionali di p53 possa predisporre il paziente a un‟eventuale ridotta o 

mancata risposta terapeutica in quei casi in cui è previsto l‟impiego di farmaci citotossici che 

agiscono, come le IR, inducendo, attraverso il danno al DNA, la via apoptotica p53-

dipendente. La rilevazione di tali disfunzioni a prescindere dal sequenziamento del gene 

TP53, data la loro incidenza, pari nel nostro studio al 20.0%, diviene quindi di grande 

importanza al fine di identificare quei pazienti che, nonostante siano caratterizzati da assenza 

di alterazioni molecolari a carico di TP53, potrebbero presentare una scarsa risposta ai 

chemioterapici convenzionali e dovrebbero quindi essere indirizzati verso approcci terapeutici 

differenti. Appare inoltre interessante sottolineare come i casi disfunzionali/TP53 “wild-type” 

siano tutti caratterizzati da una malattia resistente. L‟associazione tra questa fase di malattia e 

la comparsa di anomalie di p53 indipendenti da eventi mutazionali supporta, infatti, 

ulteriormente la tesi che i farmaci citotossici possano sfruttare la ridondanza della via di p53 

per indurre chemiorefrattarietà.  

Per identificare il possibile significato prognostico delle disfunzioni a carico della proteina 

p53, è stata in seguito valutata la presenza di un‟eventuale correlazione tra le suddette 

tipologie di disfunzioni e i principali fattori indicatori di prognosi nei pazienti affetti da LLC. 

Come atteso, la maggior parte dei pazienti disfunzionali ha manifestato una corrispondenza, 

più evidente nel caso delle disfunzioni di tipo II, con fattori prognostici infausti, rappresentati 

dalla presenza di una sequenza non mutata dei geni IgHV, dalla positività per l‟espressione 

della proteina ZAP70 e dalla presenza della del17p13. Un‟associazione meno forte è stata 

invece osservata nei confronti della positività per l‟antigene CD38. Quest‟ultimo dato è in 

accordo con quanto riportato nel lavoro di Lin K et al., nel quale, nonostante la conferma del 

valore predittivo indipendente dello stato mutazionale, dell‟espressione del CD38 e delle 

disfunzioni della proteina p53 nei pazienti affetti da LLC, è stata osservata l‟esistenza di una 

correlazione di tali disfunzioni con lo stato IgHV non mutato ma non con la positività per 

l‟antigene CD38 [111]. In particolare, l‟associazione delle disfunzioni di p53 con stato IgHV 

non mutato potrebbe essere giustificata formulando una serie di ipotesi. Si potrebbe supporre 
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che tali disfunzioni alterino la capacità delle cellule B neoplastiche di andare incontro al 

processo di ipermutazione somatica; alternativamente, le cellule B di LLC IgHV non mutate 

potrebbero essere propense all‟acquisizione di lesioni genetiche che risultano nella comparsa 

di disfunzioni a carico di p53 o le stesse disfunzioni della proteina p53 potrebbero facilitare 

l‟espansione clonale delle cellule B tumorali con stato IgHV non mutato. Quale di queste 

ipotesi sia la più corretta non è ancora noto, di conseguenza, la comprensione di questi 

meccanismi diventa fondamentale per la predizione della sopravvivenza e della risposta 

terapeutica in pazienti affetti da LLC con difetti a carico di p53. Anche il dato relativo 

all‟associazione delle disfunzioni della proteina p53 alla del17p13 rispecchia le evidenze 

riportate in letteratura, secondo le quali, nonostante la presenza di mutazioni del gene TP53 si 

sia rivelata essere un fattore prognostico indipendente, la loro natura monoallelica rimane 

ristretta ad una piccola percentuale di casi, essendo, tali mutazioni, spesso presenti in 

concomitanza alla suddette delezioni, che conferiscono aggressività, chemioresistenza e 

prognosi infausta alla patologia. Inoltre, quanto osservato in questo studio si accompagna 

all‟osservazione che le delezioni del braccio corto del cromosoma 17 non si presentano quasi 

mai come unica aberrazione cromosomica nel genoma dei pazienti affetti da LLC [91]. La 

positività per la del17p13 anche in pazienti con disfunzioni di tipo I, delle quali era stata 

supposta, in questo studio, una correlazione a forme di inattivazione monoallelica del gene 

TP53, non deve essere considerata una discrepanza in quanto, in tali casi, la presenza di una 

quota normale di proteina p53 può essere giustificata ipotizzando che l‟alterazione biallelica 

sia estesa solo all‟interno di un subclone della popolazione neoplastica e non nella totalità di 

essa.  

Il passo conclusivo di questo studio è stato quello di valutare se le disfunzioni della proteina 

p53 rilevate nei pazienti di LLC, causassero un difetto nell‟induzione del processo apoptotico, 

dopo esposizione dei campioni a radiazioni ionizzanti. Queste, infatti, danneggiano il DNA 

cellulare inducendo la via apoptotica p53-dipendente, per cui le cellule caratterizzate da 

assenza di alterazioni nella via di p53 vanno normalmente incontro a una progressiva morte 

cellulare dopo irradiazione. Come atteso, le cellule isolate da pazienti con normale 

funzionalità di p53 hanno presentato una preservata capacità di andare incontro al processo 

apoptotico a seguito dell‟insulto genotossico. Al contrario, le cellule isolate da pazienti 

caratterizzati da disfunzioni di p53, eccetto che in un singolo caso, hanno mostrato, 

indipendentemente dalla presenza di mutazioni a carico del gene TP53, difetti nell‟induzione 

del processo apoptotico, confermando che la morte cellulare indotta dalle radiazioni ionizzanti 

è p53-dipendente. La normale risposta alle radiazioni ionizzanti riportata in uno dei pazienti 
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disfunzionali studiati, potrebbe essere invece consistente con l‟induzione di una via apoptotica 

p53-indipendente. Un dato interessante, emerso dall‟analisi dei risultati ottenuti in tale 

ambito, è rappresentato dall‟identificazione di due diversi livelli di resistenza all‟induzione 

del processo apoptotico, ciascuno strettamente correlato alla tipologia di disfunzione. Infatti, 

le disfunzioni di tipo I, sono risultate caratterizzate da una resistenza “parziale” mentre sia le 

disfunzioni di tipo II che III da una resistenza “totale” all‟apoptosi indotta dopo esposizione a 

radiazioni ionizzanti. Questo dato correla perfettamente con quanto atteso in relazione alla 

descrizione del fenotipo delle differenti disfunzioni di p53. Infatti, la resistenza parziale al 

processo apoptotico è stata osservata laddove presente una quota normale di proteina p53; al 

contrario, in assenza di una quota normale di proteina p53 è stata rilevata una resistenza 

totale. La resistenza al processo apoptotico indotto dalle radiazioni ionizzanti, osservata in 

questo studio nei pazienti p53 disfunzionali, trova conferma non solo nel lavoro di Stankovic 

T e coll. ma anche in un lavoro di recente pubblicazione in cui si dimostra l‟esistenza di una 

correlazione tra la suddetta forma di resistenza e la presenza di un‟elevata complessità 

genomica nelle cellule B di LLC, caratterizzata non solo da mutazioni del gene TP53 ma 

anche dalle delezioni delle regioni 17p13 e 13q14 e dipendente da errori nel processo di riparo 

del DNA piuttosto che dall‟accorciamento telomerico [112]. Nei casi caratterizzati da 

resistenza parziale, la proporzione di cellule apopototiche è risultata differente a seconda del 

campione in esame. Questo dato riflette, ovviamente, la quota residua di proteina p53 

funzionale specifica di ciascun paziente, la peculiarità delle caratteristiche della proteina p53 

disfunzionale in termini di effetto dominante negativo o acquisto di nuove proprietà 

oncogeniche e l‟eventuale contributo di vie apoptotiche p53-indipendenti. Ad ogni modo, a 

prescindere dalla maggiore o minore parzialità della resistenza al processo apoptotico, 

caratteristica delle disfunzioni di tipo I, in tali casi la popolazione neoplastica disfunzionale 

potrebbe essere comunque selezionata positivamente in seguito all‟esposizione a farmaci 

citotossici convenzionali, i quali potrebbero, a loro volta, favorire l‟acquisizione di ulteriori 

anomalie a livello della via apoptotica p53-dipendente, con peggioramento della prognosi del 

paziente. Tali effetti potrebbero verificarsi, in misura ancor più evidente, nei pazienti 

caratterizzati da disfunzioni di tipo II o III e quindi da resistenza totale al processo apoptotico. 

All‟interno di tale gruppo, nei pazienti non trattati all‟esordio o in progressione di malattia, si 

potrebbe predire la possibilità di una mancata risposta ai chemioterapici citotossici 

convenzionali; al contrario, nei pazienti già esposti a una o più linee di terapia si potrebbe 

correlare l‟acquisizione della resistenza farmacologica alla rilevazione della specifica 

alterazione molecolare e funzionale della proteina p53. Di conseguenza, in entrambi i casi 
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sarebbe necessario indirizzare i pazienti a terapie alternative, come l‟impiego di anticorpi 

monoclonali o il trapianto di cellule staminali emopoietiche, che non comportino l‟ulteriore 

selezione di subcloni con anomalie di p53. 

Lo studio della risposta di p53 alle radiazioni ionizzanti si è rivelata, in questo studio, una 

modalità efficace sia per la valutazione di anomalie funzionali a carico di tale proteina che per 

l‟indicazione di anomalie molecolari a carico del gene TP53. Il fatto che i difetti funzionali 

della proteina p53 siano stati osservati in tutti i casi con mutazioni del gene TP53 rivela un 

alto livello di specificità della metodica, indicando una probabilità quasi irrisoria di falsi 

negativi. Inoltre, la rilevazione di disfunzioni di p53 anche in pazienti TP53 “wild-type”, 

evidenzia l‟importanza dello studio funzionale nell‟evitare di sottostimare le anomalie a 

carico di tale oncosoppressore che potrebbero avere un impatto prognostico paragonabile a 

quello osservato in presenza di mutazioni del gene TP53 e/o delezioni del braccio corto del 

cromosoma 17. I pazienti p53 disfunzionali ma TP53 “wild-type” diventano oltretutto 

interessanti per uno studio finalizzato all‟individuazione di meccanismi alternativi di 

stabilizzazione di p53, che potrebbe comportare la scoperta di nuovi target terapeutici 

destinati a tale sottogruppo. Infine, l‟osservazione dell‟assenza di un‟equivalenza funzionale 

tra le differenti forme anomale della proteina p53, correlate o meno a eventi mutazionali a 

carico del gene TP53, rappresenta un punto chiave nella comprensione dell‟eterogeneità 

prognostica dei pazienti affetti da LLC e caratterizzati da alterazioni del suddetto 

oncosoppressore.  

Dal momento che le anomalie a carico di p53 si sono dimostrate rilevanti non tanto nella 

patogenesi, quanto nella progressione della LLC e nello sviluppo di resistenze 

farmacologiche, dimostrando come una errata linea terapeutica in questi pazienti possa 

comportare lo sviluppo di forme più aggressive della malattia, sarebbe fondamentale proporre 

dei nuovi algoritmi terapeutici che definiscano un “percorso individuale” per ciascun 

paziente, finalizzato ad una selezione razionale della terapia medica sulla base dello stato di 

p53. A tale scopo l‟analisi simultanea dello stato mutazionale del gene TP53, non ancora 

incluso nelle attuali linee guida diagnostiche della LLC, e della funzionalità del suo prodotto 

proteico sarebbe di grande importanza per un‟opportuna gestione del paziente che abbia, 

come fine ultimo, il miglioramento della prognosi e l‟allungamento delle aspettative di 

sopravvivenza. 
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1. INTRODUZIONE 

 

1.1 Il Trapianto di Cellule Staminali Emopoietiche (TCSE) 

 

1.1.1 Tipologie di TCSE e principi relativi all’impiego del TCSE in pazienti affetti da 

neoplasie ematologiche 

Il Trapianto di Cellule Staminali Emopoietiche (TCSE) consiste nell‟infusione di CSE 

normali al fine di sostituire un sistema emopoietico anormale. Viene comunemente impiegato 

in ambito clinico per il controllo a lungo termine di patologie maligne, principalmente di 

natura ematologica, e disordini ereditari o acquisiti, sia di origine emopoietica che non-

emopoietica, come le immunodeficienze primarie, i disturbi metabolici, le emoglobinopatie e 

le forme severe di anemia e/o infezioni sviluppate a seguito di aplasia midollare [1-2]. Le 

prime evidenze relative alle potenzialità delle CSE nella sfera trapiantologica risalgono alla 

fine della II Guerra Mondiale e derivano dalle numerose ricerche atte ad affrontare il 

problema delle conseguenze dannose dell‟esposizione alle radiazioni nucleari. Nel 1952 è 

stato dimostrato che la trasfusione di cellule di origine midollare garantisce la sopravvivenza 

di topi esposti a un dosaggio sovramassimale letale di radiazioni ionizzanti (IR), grazie al 

recupero della funzione emolinfopoietica e quindi dell‟aplasia midollare irreversibilmente 

compromessa [3]. Sempre nello stesso anno è stato osservato che l‟inoculo di cellule midollari 

successivo all‟esposizione a dosi mieloablative di IR permette anche di curare modelli 

tumorali animali sperimentali con prolungamento della sopravvivenza libera da malattia, e 

che questo evento, così come il recupero della cellularità del midollo osseo, si verifica sia nel 

caso in cui si ricorre all‟impiego di un donatore di cellule midollari geneticamente identico 

che non-identico [4]. Questi studi hanno rappresentato la base per l‟evoluzione di uno schema 

terapeutico basato sull‟impiego del TCSE in pazienti affetti da patologie midollari. In realtà la 

dizione propria di TCSE è stata introdotta solo in seguito rispetto alle prime evidenze 

sperimentali. Infatti, l‟impiego iniziale di cellule di origine midollare ha comportato per 

svariati decenni l‟utilizzo della terminologia di “trapianto di midollo osseo”, fino alla 

dimostrazione che non solo il midollo osseo, ma anche altre sedi quali il sangue venoso 

periferico e il sangue placentare, sono caratterizzate da componenti cellulari a carattere 

staminale, rappresentate appunto dalle CSE, capaci di mediare la funzione emolinfopoietica. 

Il principio del TSCE è quindi rappresentato dall‟impiego di elevate dosi di terapia 

mieloaplastizzante, finalizzato all‟eliminazione della patologia con coinvolgimento midollare, 

seguito dall‟infusione di CSE con lo scopo di ripristinare la funzione midollare emopoietica 

compromessa dalla terapia stessa. Nell‟ambito delle patologie ematologiche neoplastiche, 
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l‟impiego terapeutico del TCSE è stato favorito dall‟osservazione che il soggetto può 

beneficiare di un incremento della posologia farmacologica radio/chemioterapica, a cui la 

risposta antitumorale risulta direttamente proporzionale, senza limitazioni correlate alla 

tossicità midollare.  

Esistono due principali tipologie di TCSE: autologo e allogenico. Nel primo caso, il donatore 

di CSE è rappresentato dal paziente stesso, nel secondo da un soggetto diverso. Il TCSE 

autologo viene impiegato principalmente in pazienti affetti da neoplasie ematologiche 

radio/chemiosensibili ad alto rischio di recidiva o resistenti ai dosaggi standard di 

radio/chemioterapia. Di conseguenza, il proposito di questa forma di TCSE è quello di 

garantire un incremento della terapia antileucemica finalizzato al raggiungimento della 

massima uccisione delle componenti tumorali, con il limite esclusivo della tossicità extra-

midollare sistemica [5]. Un concetto diverso è alla base del TCSE allogenico. Esso mira alla 

completa sostituzione del patrimonio staminale emopoietico del ricevente mediante 

l‟infusione di CSE, ottenute da un idoneo donatore compatibile, con conseguente 

ricostituzione sia di un nuovo sistema ematopoietico che di un nuovo sistema immunitario [6-

7]. Quindi, l‟obiettivo del TCSE allogenico è quello di eradicare e sostituire le cellule 

ematopoietiche malate con quelle del donatore, affinché queste possano dare origine a un 

sistema ematopoietico e immunitario sano, con la realizzazione di un “chimerismo” completo. 

Con il termine di chimerismo si vuole intendere la coesistenza in uno stesso individuo di cloni 

cellulari con patrimonio genetico diverso. Nei trapianti allogenici si instaura, infatti, un 

interscambio di cloni cellulari portatori di corredi genetici diversi fra le cellule emopoietiche 

del donatore e il sistema immune del ricevente, che si traduce nella realizzazione di un 

chimerismo sistemico misto [8-9]. Il trapianto allogenico costituisce una procedura 

complessa, ma particolarmente efficace non solo nel trattamento di varie forme di Leucemie 

Acute e Croniche, Linfomi e Mieloma Multiplo, ma anche per la correzione di difetti 

quantitativi o congeniti (es: Talassemia major) del sistema emopoietico. Nell‟ambito della 

terapia antitumorale, esso consente al paziente di beneficiare sia dell‟incremento della 

posologia antineoplastica che, grazie alla derivazione del prodotto di infusione da un donatore 

compatibile, della possibilità di induzione di una risposta immune antileucemica, mediata, 

come vedremo in seguito, dalle componenti alloreattive del donatore stesso. Il primo 

problema da affrontare nel caso di un trapianto allogenico è quindi rappresentato dalla 

disponibilità di un donatore compatibile [10]. I geni del “Complesso Maggiore di 

Istocompatibilità” o HLA (Human Leukocyte Antigen), sono i loci primariamente coinvolti 

nel controllo della compatibilità tra individui. Mappano sul cromosoma 6p con i geni di classe 
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II, III e I organizzati dalla regione centromerica verso la regione telomerica e sono altamente 

polimorfi [11]. Tale caratteristica riflette la loro funzione primaria, che è quella di codificare 

per molecole coinvolte nel legame e nella presentazione dei peptidi antigenici alle cellule T 

linfoidi. I geni HLA sono codominanti; presentano una modalità di trasmissione mendeliana 

aplotipica, per cui gli alleli presenti sullo stesso cromosoma omologo vengono ereditati 

insieme e sono, infine, caratterizzati dal fenomeno del “Linkage Disequilibrium” per cui 

alcuni alleli risultano più frequentemente associati ad altri [12]. Quest‟ultima peculiarità è 

fondamentale per la sfera trapiantologica, in quanto è stato calcolato che se ciascun allele 

fosse ereditato indipendentemente, vi sarebbero 10
23 

combinazioni HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ 

uniche, il che comporterebbe una probabilità quasi irrilevante di identificare un donatore 

istocompatibile [13]. L‟estremo polimorfismo del sistema HLA comporta che l‟identità HLA 

sia più probabile tra consanguinei; di conseguenza, qualora un soggetto sia candidato a un 

TCSE allogenico, la ricerca del donatore ha inizio con la tipizzazione del sistema HLA 

all‟interno dei membri della famiglia. La probabilità di identificare un donatore HLA-identico 

familiare si verifica con una frequenza del 25% nei fratelli, ovvero in tale percentuale di casi 

due fratelli ereditano gli stessi aplotipi materni e paterni [14]. Il caso di gemelli omozigoti, 

quindi geneticamente identici è invece una situazione molto rara, nota con il termine di 

trapianto singenico. I notevoli progressi nel campo della genetica dell‟istocompatibilità, con 

conseguente definizione delle complessità del sistema HLA, hanno recentemente permesso di 

estendere la ricerca di donatori compatibili anche all‟esterno dell‟ambito familiare, 

garantendo così la possibilità di ricorso alla procedura trapiantologica a un maggior numero di 

pazienti. A tale scopo sono stati creati dei registri internazionali mediante i quali è possibile 

identificare un donatore volontario non correlato (Matched Unrelated Donor, MUD) HLA-

identico (probabilità=40%) o solo parzialmente identico (HLA-mismatched), ovvero identico 

per 4 o 5 dei 6 alleli dei 3 loci HLA (A, B e DR) comunemente tipizzati [15-16]. Allo stesso 

modo, quasi tutti i pazienti che potrebbero beneficiare di un trapianto, ma che non hanno un 

donatore compatibile, dispongono almeno di un potenziale donatore non perfettamente 

compatibile tra i familiari HLA aploidentici, ovvero identici solo per uno dei due aplotipi 

HLA presenti nel loro genoma (3 alleli su 6) [17-18]. Si potrebbe ricorrere a quest‟ultima 

opzione nel caso in cui il paziente richieda un trapianto immediato e non possa attendere la 

ricerca di un donatore non familiare, che solitamente richiede non meno di 4-5 mesi.  

In realtà, anche qualora sia disponibile un donatore HLA-compatibile, esistono altre molecole 

con il ruolo di barriere di compatibilità donatore-ricevente, rappresentate dagli “Antigeni del 

complesso Minore di Istocompatibilità” (miHA). I miHA sono codificati sia da geni 
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autosomali che da geni presenti sui cromosomi del sesso ereditati indipendentemente dai geni 

HLA e sono peptidi di derivazione self contenenti varianti polimorfiche all‟interno della 

popolazione [19]. Nell‟uomo sono stati inizialmente identificati durante gli anni ‟70 come 

antigeni responsabili del rigetto del prodotto di infusione allogenico nel contesto di un 

trapianto da donatore HLA-identico, sebbene rivestano un ruolo chiave anche nello sviluppo 

della reattività donatore vs ricevente [20]. La risposta immune indotta dagli antigeni miHA 

codificati dai geni che mappano sul cromosoma Y è poi anche associata al rischio o gli effetti 

positivi della combinazione donatore-ricevente di sesso diverso, il che rende indispensabile, a 

seconda dei casi, la valutazione della scelta di un donatore dello stesso sesso o meno. 

Recentemente è stato dimostrato come, nella definizione di un donatore compatibile, rivestano 

un ruolo importante anche fattori genetici non HLA-correlati diversi dai miHA, e 

rappresentati dai geni codificanti citochine di natura infiammatoria caratterizzati da 

polimorfismi nella regione regolatoria al 5‟ o al 3‟ della sequenza. Ne sono esempi i geni per 

il TNF-α, l‟IFN-γ, l‟IL-1, l‟IL-8 e l‟IL-10 [21]. Le forme di reattività osservate in soggetti 

sottoposti a un allotrapianto, dipendono quindi dall‟impossibilità di raggiungere una totale 

istocompatibilità donatore/ricevente, anche nelle condizioni più ottimali. Questo si traduce 

nella coesistenza delle cellule immunocompetenti residue del ricevente, mediatrici del rigetto, 

e delle cellule immunocompetenti del donatore, mediatrici della GvHD (Graft versus Host 

Disease) e della GvL (Graft versus Leukemia) [22-26]. L‟attività di entrambe le popolazioni 

cellulari, come vedremo in seguito, influenza ampiamente, a seconda della tipologia di 

antigeni non compatibili, la prognosi del paziente post-trapianto; di conseguenza, la scelta del 

donatore e la tipizzazione sia dei loci HLA-correlati che non-correlati, assume una primaria 

importanza nella fase pre-allotrapianto. 

 

1.1.2 Scelta della fonte di CSE 

Indipendentemente dalla tipologia di trapianto, autologo o allogenico, la prima fase della 

procedura prevede l‟isolamento delle CSE. Le CSE sono una popolazione morfologicamente 

e immunologicamente eterogenea il cui elemento unificante è rappresentato dalla capacità di 

generare in vitro aggregati clonali derivati sia da progenitori ontogenicamente primitivi che 

orientati, e in vivo dalla capacità di ricostituire l‟emopoiesi dopo terapia mielo-linfoablativa. 

Sono cellule multipotenti, linea-specifiche e funzionalmente caratterizzate dalle capacità di 

autoreplicazione illimitata e differenziamento in tutti i componenti ematici sia di natura 

mieloide che linfoide [27]. Le CSE sono caratterizzate dall‟espressione di superficie 

dell‟antigene CD34 e di recettori di adesione che ne permettono l‟insediamento spontaneo 
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(homing) all‟interno del midollo osseo del ricevente dopo infusione, con ricostituzione di un 

nuovo tessuto ematopoietico. IL CD34 rappresenta ad oggi il marcatore universalmente 

riconosciuto delle CSE. E‟ una molecola coinvolta nei processi di “homing” e adesione 

cellulare, caratterizzata da un pattern di espressione intraspecie altamente conservato [28]. 

Viene espresso, sia sulle CSE sia sui progenitori midollari precoci, mentre i suoi livelli di 

espressione diminuiscono proporzionalmente al differenziamento emopoietico [29]. In realtà, 

anche cellule di origine non emopoietica, come quelle dell‟endotelio vascolare, appaiono 

caratteristicamente CD34
+
, suggerendo una funzione di tale antigene anche al di fuori 

dell‟emopoiesi. La positività per il CD34 nelle CSE si associa solitamente alla presenza di un 

pattern di espressione di molecole di superficie peculiare, quale Lin
-
, HLA

low
, Thy.1

low
, 

CD133
+
, CD45RA

low
, CD38

-
. Sono state però identificate anche CSE caratterizzate dalla 

negatività per il marcatore CD34 associata a: Lin
-
, HLA

-
, Thy.1

-
, CD133

+
, CD45RA

-
, CD38

-
. 

Tali osservazioni hanno condotto a due differenti ipotesi. Le CSE CD34
-
 potrebbero 

rappresentare un compartimento cellulare più primitivo rispetto a quello delle CSE CD34
+
; in 

alternativa, il CD34 potrebbe essere un marcatore d‟attivazione la cui espressione viene 

modulata negativamente durante il ripristino dello stato di quiescenza cellulare [30]. In ambo i 

casi, il differenziamento dei diversi componenti ematici risulta strettamente correlato alla 

combinazione di segnali di natura intrinseca, caratteristici delle CSE, ed estrinseca, derivanti 

dai componenti cellulari ed extra-cellulari della nicchia midollare.  

Le CSE sono isolabili da 3 differenti fonti quali: il midollo osseo (MO); il sangue venoso 

periferico (SVP) e il sangue placentare (SCO) [31]. Ciascuna fonte differisce in termini di 

modalità di raccolta, composizione dell‟inoculo ed effetti post-trapiantologici. Il MO ha 

rappresentato per molti anni l‟unica fonte di CSE. Le CSE rappresentano l‟1-3% delle cellule 

mononucleate (CM) midollari totali. La raccolta delle CSE dal MO viene effettuata mediante 

espianto e richiede fino a 100-200 punture delle creste iliache posteriori e, se necessario, dello 

sterno, eseguite in anestesia generale [32]. La quantità totale di sangue midollare che viene 

prelevata a fini trapiantologici è pari a circa 10-15 ml/kg del peso corporeo del ricevente. In 

alternativa, le CSE possono essere prelevate dal SVP, mediante “Leucoaferesi”, dopo 

opportuna mobilizzazione delle CSE dal MO [33-35]. La mobilizzazione avviene attraverso la 

somministrazione di fattori di crescita per i 4-5 giorni antecedenti il prelievo, ed è necessaria a 

incrementare la quota di CSE periferiche, poiché normalmente essa risulta pari solo allo 0.1-

0.2% delle CM totali [36]. Il G-CSF è il fattore di crescita maggiormente impiegato a tale 

scopo. Agisce inducendo la proliferazione delle CSE midollari e la loro mobilizzazione nel 

SVP grazie alla downregolazione del fattore SDF-1 (stroma-derived factor 1) presente sulla 
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superficie delle cellule stromali midollari (CSM) e all‟induzione della proliferazione e del 

rilascio da parte dei neutrofili midollari di enzimi proteolitici (metalloproteasi, catepsina G, 

elastasi) che degradano CXCR4, recettore di SDF-1, esposto sulla superficie delle CSE [37-

38]. Negli ultimi dieci anni, il numero dei trapianti di CSE isolate dal SVP è rapidamente 

incrementato, sostituendo il MO come principale fonte di CSE utilizzata nelle procedure 

trapiantologiche. L‟impiego del SVP si associa infatti ad un ampio numero di vantaggi tra cui: 

la minore invasività del prelievo, la possibilità di determinare il numero assoluto di cellule 

CD34
+
 infuse per Kg di peso corporeo del ricevente e l‟induzione di una ricostituzione 

emopoietica completa e significativamente più rapida rispetto a quella ottenuta con CSE da 

MO. Il principale svantaggio deriva invece dagli effetti collaterali dovuti all‟impiego dei 

fattori di crescita nella fase di mobilizzazione delle CSE. L‟impiego del G-CFS si associa ad 

esempio, sebbene in un numero limitato di casi, a ingrossamento della milza, complicanze 

cardiocircolatorie e aumento della probabilità di sviluppare neoplasie ematologiche (es: 

leucemie) [39]. La fonte di CSE di più recente identificazione è invece rappresentata dal 

sangue placentare (SCO). La raccolta delle CSE avviene in tal caso subito dopo il parto, una 

volta reciso il cordone ombelicale. Tra i vantaggi relativi all‟utilizzo del SCO: l‟immediata 

disponibilità delle unità di SCO (al contrario, il 20-30% dei donatori iscritti nei registri non è 

infatti disponibile al momento del trapianto); la maggior probabilità di reperire donatori; il 

minor rischio di trasmissione di alcuni agenti infettivi (CMV, EBV) e, infine, le caratteristiche 

biologiche uniche delle CSE isolate [40]. E‟ stato, infatti, dimostrato che tali cellule, 

rappresentanti lo 0.8-1.2% delle CM totali del SCO, sono caratterizzate da un elevato grado di 

immaturità immunologica che si traduce sia in una capacità di replicazione e differenziazione 

verso le diverse linee cellulari emopoietiche, superiore a quella delle corrispondenti cellule 

midollari e periferiche, che, nel contesto di un allotrapianto, in una ridotta capacità delle 

stesse di esercitare un‟aggressione immunologica nei confronti dei tessuti del ricevente e 

pertanto in una ridotta incidenza di GvHD acuta e cronica. Questa forma di allotolleranza 

riduce di conseguenza l‟importanza del grado di compatibilità HLA donatore/ricevente, 

consentendo un TCSE anche in situazioni di non consanguineità e/o di parziale compatibilità 

HLA donatore/ricevente [41-43]. La raccolta del SCO è inoltre un‟operazione semplice e 

rapida, che non comporta alcun rischio legato a procedure invasive di prelievo per la madre o 

per il neonato. Gli svantaggi sono, invece, essenzialmente rappresentati dall‟impossibilità di 

riutilizzo del prodotto di infusione in caso di rigetto, mancato attecchimento o recidiva, e dal 

numero limitato di cellule CD34
+
 infuse, legato anche alla quantità di SCO che può essere 

raccolta da una placenta al momento del parto. Esso influenza la ricostituzione dell‟intero 
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sistema immunitario del ricevente, che manifesta una cinetica più lenta, con conseguente 

effetto negativo sulla sopravvivenza del paziente, dovuto a una maggiore possibilità di 

insorgenza delle infezioni [44].  

La scelta di una piuttosto che di un‟altra fonte di CSE dipende essenzialmente dalla tipologia 

di trapianto. Nel caso di un TCSE autologo, il principale fattore influenzante l‟impatto clinico 

dell‟inoculo, dipende principalmente dalla quantità di CSE e dei loro effetti sulle cinetiche di 

recupero del sistema emolinfopoietico. Di conseguenza il SVP, distinto, grazie al processo di 

mobilizzazione, dal maggior numero di progenitori emopoietici, rappresenta la fonte di 

impiego preferenziale in tale forma di TCSE. Al contrario, più complessa risulta la scelta 

della fonte di CSE nel TCSE allogenico. In tal caso, infatti, il decorso post-trapianto dipende 

non solo dalla quantità di progenitori emopoietici e dalla loro influenza sulle cinetiche di 

ricostituzione emopoietica, ma anche dalla quantità di cellule accessorie sempre di origine 

ematica, quali linfociti T, cellule NK e cellule dendritiche (DC), contaminanti l‟inoculo di 

CSE [45]. Tali componenti influenzano sia le cinetiche di recupero del sistema 

emolinfopoietico che le reazioni immunologiche donatore-ricevente e viceversa. Si ritiene che 

il MO possa costituire la fonte preferenziale del TCSE allogenico in pazienti affetti da 

patologie midollari non maligne o neoplasie ematologiche in stadio precoce; e, al contrario, 

che il SVP possa essere impiegato nelle neoplasie ematologiche in stadio tardivo o nelle 

forme di TCSE associate ad un regime preparativo radio/chemioterapico non-

mieloaplastizzate. In questi ultimi casi, il ricevente potrebbe beneficiare degli effetti di 

accelerazione delle cinetiche correlate alla produzione di un nuovo sistema emopoietico e del 

controllo della patologia mediato dalla potenziale reattività delle cellule immunocompetenti 

del donatore nei confronti delle cellule patologiche del ricevente. L‟impiego delle CSE isolate 

da SCO è infine previsto, a causa del numero modesto di CSE isolabili da tale fonte, solo in 

ambito allogenico in pazienti pediatrici [46-47]. Per superare le barriere del dosaggio cellulare 

nel trapianto da SCO, sono stati però intrapresi numerosi studi, per valutare alcune soluzioni 

possibili, come ad esempio l‟infusione di due unità di SCO o la stimolazione dell‟espansione, 

in vitro, dei progenitori isolati dal cordone ombelicale [48-53]. In base a quanto riportato 

appare quindi evidente l‟importanza della scelta della fonte più appropriata di CSE in ambito 

trapiantologico. Tale processo dovrebbe essere adattato al singolo paziente per garantire i 

maggiori vantaggi correlati a ciascuna delle tre fonti. 
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1.1.3 Il Condizionamento pre-TSCE 

Il Condizionamento è un regime terapeutico preparativo cui è sottoposto il ricevente di un 

TCSE, sia autologo che allogenico, indispensabile per il successo del TCSE. Consiste in un 

trattamento intensivo chemio/radioterapico caratterizzato dall‟impiego di dosi 

“sovramassimali” in grado di causare un danno irreversibile a carico dei componenti 

emopoietici midollari tale da non consentire un recupero ematologico spontaneo. Lo scopo del 

Condizionamento e quello di eradicare la patologia da cui il ricevente è affetto; favorire 

l‟homing e l‟attecchimento delle CSE trapiantate e prevenire e/o sopprimere l‟attività del 

sistema immune del ricevente per evitare il rigetto e la GvHD nel caso del TCSE allogenico 

[54]. Esistono 2 tipologie di Condizionamento: Mieloablativo ad alte dosi e ad Intensità 

Ridotta (RIC). Il primo include una combinazione di agenti citotossici e terapia radiante “total 

body” a elevato dosaggio e garantisce la necessità di una minor stringenza nell‟identità HLA 

donatore-ricevente. Il suo impiego si associa a una maggior mortalità trapianto-correlata ma 

anche a più rapide cinetiche di ricostituzione emopoietica e a una minor probabilità di 

recidiva. Al contrario, il RIC si basa sull‟impiego di una combinazione di agenti 

immunosoppressivi (analoghi delle Purine), terapia radiante linfoide e/o uso di anticorpi per 

T-deplezione [55-58]. Mediante l‟impiego del RIC è possibile candidare al TCSE anche 

pazienti anziani, pazienti per cui il condizionamento mieloablativo è controindicato e pazienti 

affetti da co-morbidità. Naturalmente la ridotta intensità della terapia antitumorale comporta 

una maggior probabilità di recidiva post-TCSE, e un rallentamento delle cinetiche di recupero 

dell‟emopoiesi, pur riducendo la mortalità. Per tali ragioni, l‟impiego del RIC è indicato nei 

casi di neoplasie a più lenta crescita o per offrire un TCSE allogenico a pazienti che hanno 

fallito un TCSE autologo. 

Il Condizionamento si sta attualmente evolvendo da una radio/chemioterapia standard ad un 

trattamento personalizzato. In base alla tipologia di malattia, all‟età, allo stato di salute 

complessivo e alle caratteristiche della fonte di CSE e del tipo di donatore, può, infatti, variare 

considerevolmente, con lo scopo di garantire al paziente il maggior beneficio e migliorarne il 

decorso post-trapianto. 

 

1.1.4 Attecchimento e ricostituzione del sistema emopoietico post-TCSE 

Una volta che il paziente candidato a un TCSE è stato esposto al regime di Condizionamento 

preparativo, avviene l‟infusione delle CSE attraverso un catetere venoso centrale, mediante 

una procedura del tutto non invasiva. L‟infusione deve essere seguita, affinché un TCSE 

possa essere considerato riuscito, dal processo di attecchimento, attraverso il quale le CSE 
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circolanti in modo transiente nel SVP sono convertite in cellule residenti midollari, e dalla 

Ricostituzione Emopoietica (RE) e Immunologica (RI). L‟attecchimento prevede il 

reclutamento delle CSE dalla microvascolatura midollare, la migrazione transendoteliale delle 

CSE a livello dei cordoni emopoietici extravascolari del MO e infine la migrazione delle CSE 

all‟interno del MO verso le “nicchie” midollari; eventi che si verificano grazie all‟attività di 

molecole di adesione e citochine prodotte da tutte le componenti cellulari in esame. Una volta 

nelle nicchie midollari, le CSE si sviluppano in stretto contatto con i componenti dello stroma 

midollare sia di natura cellulare (Cellule Reticolari, Adipociti, Cellule Osteogeniche, Cellule 

Endoteliali, Macrofagi) che della matrice extracellulare (Collagene, Laminina, 

Trombospondina, Proteoglicani) che ne controllano l‟automantenimento e il differenziamento. 

La RE e la RI rappresentano invece il recupero numerico e funzionale di tutte le componenti 

ematiche. In alcuni casi possono non coincidere temporalmente e questo si traduce 

solitamente nell‟incremento del rischio infettivo [59]. E‟ noto che i componenti dell‟Immunità 

Adattativa sono caratterizzati da cinetiche di RE/RI più lente rispetto ai componenti 

dell‟Immunità Innata perché richiedono durante il loro sviluppo il supporto di uno specifico 

microambiente (es: il timo per i linfociti T); sono coinvolti nei processi alloreattivi e sono 

suscettibili alla profilassi/terapia anti-GvHD [60]. Tra i fattori pre/peri-trapiantologici 

influenzanti la RE e RI: il tipo di malattia, la precedente chemioterapia, il grado di identità 

HLA, la fonte di CSE, la mobilizzazione delle CSE, la manipolazione dell‟inoculo, la 

tipologia di TCSE e il Condizionamento. Tra i fattori pre/post-trapiantologici: la profilassi e/o 

terapia anti-GvHD e la profilassi e/o terapia delle infezioni. Per fronteggiare lo stato di 

immunodepressione che si instaura nel paziente, a causa del tempo necessario al ripristino 

delle componenti emopoietiche, si ricorre solitamente ad una profilassi a base di farmaci anti-

batterici, anti-fungini e anti-virali ad ampio spettro o, in alternativa, all‟accelerazione delle 

cinetiche di recupero. Nel caso dei linfociti T, ad esempio, si utilizza la somministrazione di 

fattori solubili stimolanti la funzionalità timica o il meccanismo timo-indipendente di 

“Espansione Omeostatica Periferica”, oppure all‟infusione di cellule T linfoidi del donatore 

(Donor Limphocyte Infusion; DLI) isolate mediante singola aferesi [61]. 

Negli ultimi anni sono stati intrapresi numerosi studi al fine di identificare approcci 

innovativi, come la vaccinazione peptidica o la manipolazione del prodotto di DLI, finalizzati 

sia alla riduzione del rischio infettivo post-TCSE che all‟aumento della specificità della 

terapia anti-microbica, con il fine ultimo di garantire un miglior decorso del paziente in 

seguito all‟infusione di CSE, con aumento della probabilità di sopravvivenza.  
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1.1.5 Alloreattività post-TCSE: il rigetto, la GvHD e la GvL 

Nel TCSE allogenico esiste una “doppia barriera immunologica” dovuta alla contemporanea 

presenza delle cellule immunocompetenti del ricevente sopravvissute al regime di 

Condizionamento e delle cellule immunocompetenti del donatore contenute nell‟inoculo e/o 

prodotte dopo attecchimento delle CSE infuse. Questa doppia barriera comporta il potenziale 

sviluppo di due differenti forme di alloreattività. La prima è rappresentata dall‟insieme delle 

reazioni mediate dalle cellule immunocompetenti del ricevente nei confronti dei componenti 

emopoietici dell‟inoculo (HVG) e si traduce nel rigetto del TCSE. La seconda è costituita 

dalle reazioni mediate dalle cellule immunocompetenti del donatore (GVH) nei confronti sia 

dei tessuti sani che patologici del ricevente e comporta nel primo caso lo sviluppo di GvHD, 

nel secondo lo sviluppo di GvL [62]. La GvHD e la GvL rappresenterebbero quindi due 

aspetti contrapposti dello stesso processo. Gli antigeni causa di alloreattività possono essere, a 

seconda del grado di compatibilità donatore-ricevente: di natura ubiquitaria (HLA e miHA); 

tessuto-specifici o espressi in modo aberrante dalle cellule patologiche (miHA e proteine self 

normali); specifici delle cellule patologiche (Prodotti di traslocazioni cromosomiche: t(9;22) 

nella Leucemia Mieloide Cronica) o di derivazione virale (CMV: pp65; EBV: LMP-1/2). 

Il rigetto è solitamente tipico di un TCSE da donatore familiare HLA parzialmente 

compatibile o aploidentico o da donatore non-familiare HLA compatibile (MUD). E‟ stato 

dimostrato che i principali mediatori del rigetto sono rappresentati dalle cellule NK, dalle 

cellule T CD4
+
 e CD8

+
, dalle cellule T 

+
 e dalle cellule B del ricevente [63]. I meccanismi 

effettori del rigetto differiscono in base alla precedente sensibilizzazione del ricevente agli 

alloantigeni target. Infatti, nel caso di un ricevente non-sensibilizzato il rigetto delle molecole 

non condivise, viene mediato principalmente da linfociti T naive CD8
+
 attraverso i 

meccanismi classici di Perforina/Granzima e Fas/FasL mentre, nel caso di un ricevente 

sensibilizzato in seguito ad esempio a trasfusioni o gravidanze, il rigetto delle molecole non 

condivise dipende dall‟attività di linfociti T memoria CD8
+
, attraverso meccanismi non noti 

[64]. Il rigetto può essere valutato esaminando la conta leucocitaria, la cellularità midollare, 

l‟ematocrito o il grado di chimerismo donatore/ricevente, e il rischio che si verifichi post-

allotrapianto è influenzato principalmente dal regime di Condizionamento. La probabilità di 

rigetto risulta, infatti, maggiore nel caso di un TCSE preceduto da RIC piuttosto che da 

Condizionamento mieloablativo, un dato che dimostra l‟importanza dell‟eliminazione pre-

TCSE delle cellule alloreattive del ricevente. 

La GvHD è invece una Patologia Infiammatoria, mediata principalmente dalle cellule 

accessorie T linfoidi alloreattive del donatore contaminanti l‟inoculo di CSE. Deriva dal 
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riconoscimento, da parte delle cellule T del donatore, dei componenti tissutali sani del 

ricevente e rappresenta, di conseguenza, una delle principali complicanze del TCSE 

allogenico. Il suo sviluppo richiede naturalmente che le cellule del ricevente siano incapaci di 

rigettare adeguatamente il TCSE; che l‟inoculo di CSE contenga cellule immunocompetenti e 

che vi siano incompatibilità antigeniche donatore/ricevente [65]. La GvHD è una patologia 

complessa multifase [Figura 1]. La prima fase è contraddistinta dal “priming” della risposta 

immune indotto dal danneggiamento tissutale causato dal regime di Condizionamento 

preparativo, che comporta il rilascio di numerose citochine e fattori pro-infiammatori 

coinvolti nell‟attivazione e nella maturazione delle cellule presentanti l‟antigene (APC). Il 

ruolo del Condizionamento nella GvHD è stato ampiamente dimostrato grazie 

all‟osservazione che la GvHD ha una comparsa ritardata in pazienti esposti a una terapia non 

mieloaplastizzante, e che l‟aumento scalare del dosaggio di radiazioni ionizzanti, in modelli 

murini, comporta una forma di GvHD più severa [66]. La seconda fase della GvHD prevede, 

invece, l‟induzione e la rapida amplificazione della risposta delle cellule T linfoidi del 

donatore, che ha inizio con il riconoscimento dei peptidi antigenici associati alle molecole 

HLA sulla superficie delle APC all‟interno dei tessuti linfoidi secondari [67]. Sia le APC del 

donatore che quelle del ricevente partecipano all‟induzione di GvHD. E‟ stato dimostrato che 

mentre nel TCSE HLA parzialmente compatibile o aploidentico, le APC del ricevente sono 

indispensabili per la presentazione degli antigeni target ai linfociti del donatore, nel TCSE 

HLA identico sono indispensabili sia le APC del ricevente sia quelle del donatore per la 

presentazione degli alloantigeni target [68]. Nella terza fase della GvHD, i linfociti alloreattivi 

del donatore si espandono e differenziano nelle sottopopolazioni Th1 e Th2, diversamente 

associate alle manifestazioni della suddetta patologia infiammatoria, e nella quarta, migrano 

verso i tessuti target [69]. Questo evento è seguito dal reclutamento al loro interno di altre 

popolazioni leucocitarie effettrici, mediata da citochine infiammatorie e chemochine. Lo 

stadio finale effettore della GvHD prevede quindi la distruzione dei tessuti target attraverso 

meccanismi di contatto cellula-cellula o mediati da fattori solubili quali FasL, TNF-α e IFN-

γ che, comportando il rilascio ulteriore di fattori pro-infiammatori, non fanno altro che 

esacerbare il quadro clinico [70]. I mediatori della GvHD sono principalmente rappresentati 

dai linfociti T αβ
+
 del donatore; la loro deplezione dall‟inoculo previene infatti la GvHD sia in 

modelli murini che nell‟uomo. In particolare, nel TCSE HLA parzialmente compatibile o 

aploidentico sia le cellule T naive CD4
+
 che CD8

+
 mediano la GvHD mentre nel TCSE HLA 

identico sono le cellule T naive CD8
+
 le principali mediatrici.  
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Figura 1. Patofisiologia multifasica della GvHD nel trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche.  

a) “Priming” della risposta immune indotto dal danneggiamento tissutale causato dal regime di Condizionamento 

preparativo; b) Induzione e c)  Amplificazione della risposta delle cellule T linfoidi del donatore; d) Migrazione 

delle cellule T linfoidi del donatore verso i tessuti target e reclutamento di altre popolazioni leucocitarie 

effettrici; e) distruzione dei tessuti target attraverso meccanismi di contatto cellula-cellula o mediati da citochine 

infiammatorie e chemochine. 

 

 

Le cellule T memoria sono invece implicate nel mantenimento della GvHD, piuttosto che 

nella sua patogenesi, a causa della debole espressione del CD62L
 
e del CCR7, entrambi 

fondamentali per il ricircolo a livello degli organi linfoidi secondari; del repertorio HLA 
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ristretto, associato a una ridotta frequenza di cellule T alloreattive, e della ridotta capacità di 

espansione clonale [71]. 

La GvHD può essere classificata, in base alle caratteristiche cliniche e istologiche, in cronica 

e acuta. La GvHD acuta compare entro i primi 100 giorni dal trapianto, si presenta con necrosi 

delle cellule epiteliali a carico di cute, fegato, intestino e polmoni, ed è caratterizzata da una 

risposta cellulare di tipo Th1. La GvHD cronica compare dopo i 100 giorni dal trapianto, 

colpisce non solo cute e mucose ma anche ghiandole esocrine e membrane sierose ed è 

caratterizzata da una risposta cellulare di tipo Th2. Origina da meccanismi patogenetici più 

complessi, e provoca sostanzialmente quadri clinici molto simili a quelli delle malattie 

autoimmuni per alterazione della selezione timica negativa [72-73]. La prevenzione della 

GvHD si basa sull‟impiego di agenti immunosoppressori (Ciclosporina, Metotrexate, 

Corticosteroidi) e di inibitori dell‟attivazione T-cellulare (Rapamicina), in grado di mantenere 

“quiescenti” i linfociti del donatore, o sul ricorso alla manipolazione dell‟inoculo (T-

deplezione). I limiti di tali approcci sono però rappresentati dall‟aumento della probabilità di 

mancato attecchimento, recidiva e infezioni. Si stanno di conseguenza affiancando approcci 

più innovativi basati sull‟uso di agenti bloccanti le citochine (ETANERCEPT), sulla 

modulazione dell‟attività delle APC mediante fotoferesi extracorporea e sull‟impiego di 

terapie cellulari, basate sul trasferimento cellulare adottivo, finalizzato a modulare le risposte 

immunitarie allogeniche attraverso l‟induzione di una tolleranza immunitaria “periferica [74-

76]. In questo contesto, sta emergendo il ruolo di una sottopopolazione di cellule T ad attività 

regolatoria, responsabili dell‟induzione e del mantenimento della tolleranza e omeostasi 

immunologica, nella modulazione e soppressione della risposta immune non solo fisiologica 

ma anche patologica, come nel caso della GvHD.  

La GvL, al contrario delle GvHD, rappresenta una “componente vantaggiosa” delle reazioni 

allogeniche mediate dalle cellule immunocompetenti del donatore, nel caso di un TCSE in un 

soggetto affetto da una neoplasia ematologica. Consiste nell‟eliminazione delle cellule 

tumorali residue del ricevente mediata dai linfociti T CD4
+
 e T CD8

+
 e dalle cellule NK 

alloreattive del donatore. Rappresenta, insieme al Condizionamento, uno dei principali motivi 

di successo del TCSE allogenico, in quanto contribuisce alle sue proprietà antileucemiche, ed 

è il motivo per cui il TCSE allogenico viene tuttora considerato una forma di “Immunoterapia 

Adottiva”. La GvL richiede per il suo sviluppo gli stessi presupposti della GvHD e i suoi 

target sono sia molecole espresse selettivamente dalle cellule neoplastiche (BCR/ABL nella 

Leucemia Mieloide Cronica) sia miHA non condivisi tra donatore e ricevente espressi dalle 

cellule neoplastiche. Un ruolo fondamentale rivestono le cellule NK in questa forma di 
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alloreattività. La parziale istocompatibilità donatore-ricevente si traduce, infatti, nel 

potenziale mismatch tra i KIR (Killer cell Ig-like Receptors) sulle cellule NK del donatore e le 

molecole HLA di classe I presenti sulle cellule del ricevente e viceversa. I KIR modulano 

negativamente l‟attività litica delle cellule NK, attraverso il riconoscimento di specifici 

epitopi condivisi dagli HLA self di classe I [77]. Nell‟ambito di un TCSE allogenico 

parzialmente identico/aploidentico o da MUD tale reattività si manifesta nei confronti delle 

cellule target allogeniche del ricevente che non esprimono gli HLA complementari ai KIR 

espressi dalle cellule NK del donatore (“Missing self” recognition). Questo si traduce nella 

lisi mediata dalle cellule NK del donatore diretta prevalentemente verso le cellule del sistema 

emopoietico del ricevente, piuttosto che degli altri tessuti, con induzione dell‟effetto GvL. Lo 

studio dell‟incidenza della GvL e GvHD in TCSE aploidentici KIR-incompatibili ha suggerito 

che le cellule NK incrementano lo sviluppo delle reazioni antitumorali senza influenzare la 

comparsa di GvHD [78]. Il trasferimento adottivo di cellule NK dopo TCSE inibisce la GvHD 

e promuove la GvL in svariati modelli murini, sebbene attraverso un meccanismo d‟azione 

ancora non noto, ma che potrebbe implicare l‟accelerazione dell‟eliminazione delle APC del 

ricevente o la secrezione del TGF-β 79 .  

Sostanziali progressi sono stati raggiunti nella pratica clinica del TCSE allogenico e nella 

comprensione della biologia sottostante questa complessa procedura. L‟ampliamento delle 

conoscenze nelle tecniche diagnostiche, il perfezionamento delle cure supportive e del 

controllo delle componenti immunoterapiche, diviene quindi importante per il miglioramento 

della prognosi post-TCSE, con possibile indirizzamento verso l‟individualizzazione della 

procedura trapiantologica. 

 

 

1.2. Le cellule T regolatorie “naturali” 

 

1.2.1 Ontogenesi e caratterizzazione delle cellule T regolatorie “naturali” 

L‟abilità del sistema immune di discriminare le componenti self da quelle non self si traduce 

nel fenomeno della “Tolleranza Immunologica”, che può essere definita come la mancanza di 

responsività nei confronti di specifiche molecole, acquisita attraverso meccanismi centrali o 

periferici. La tolleranza di natura “Centrale” si verifica durante l‟ontogenesi delle cellule T 

linfoidi e comporta l‟eliminazione dei linfociti potenzialmente autoreattivi, generati come 

risultato dei processi di riarrangiamento casuale delle sequenze geniche codificanti il recettore 

T cellulare (TCR), principalmente attraverso un processo di delezione clonale timica. Al 

contrario, la tolleranza di natura “Periferica” ha luogo durante il corso della vita ed è 
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finalizzata al controllo delle risposte immuni mediate da cellule T linfoidi autoreattive 

sfuggite alla selezione negativa timica perché dirette contro antigeni a bassa affinità/avidità o 

non sufficientemente presenti negli organi linfatici primari perché prodotti tardivamente o in 

modo transiente, o perché sequestrati all‟interno dei tessuti periferici [80]. In realtà, in alcuni 

casi, l‟organismo può anche sviluppare, in seguito ad esposizione cronica, una forma di 

tolleranza dannosa, diretta ad esempio nei confronti di antigeni estranei come quelli virali o 

tumorali. I meccanismi di tolleranza “Periferica” includono l‟induzione dell‟anergia cellulare 

e la soppressione dell‟attività delle componenti autoreattive, realizzata principalmente 

attraverso il contributo di specifiche sottopopolazioni T linfoidi di natura regolatoria (Treg) 

[81]. Le cellule Treg rappresentano quindi una componente essenziale per il mantenimento 

della tolleranza al self e la prevenzione di fenomeni autoimmuni, grazie alla loro capacità di 

controllare negativamente le cellule T autoreattive in vivo [82]. Sono comunemente distinte in 

“naturali” e “indotte”, ciascuno dei due sottotipi caratterizzato da pattern differenziativi e 

funzioni specializzate distinte. Si definiscono “naturali” le cellule Treg che originano nel 

timo, mentre vengono definite “indotte” o “adattative” quelle generate in periferia, in seguito 

a particolari condizioni di presentazione antigenica e in presenza di specifiche citochine 

[Figura 2]. Queste ultime comprendono diverse popolazioni linfoidi con funzione regolatoria, 

tra cui le cellule T CD4
+ 

di tipo 1 (o Tr1) secernenti Interleuchina (IL)-10 e di tipo 3 (Th3) 

secernenti TGF-β, le cellule T CD8
+
CD28

-
, le cellule T CD8

+
CD122

+
, le cellule T  e le 

cellule NK-T [83]. Diversamente dalle cellule Treg “indotte” (iTreg), quelle “naturali” 

(nTreg) si identificano in una singola popolazione cellulare CD4
+ 

caratterizzata 

dall‟espressione costitutiva di elevati livelli della catena α del recettore per l‟IL-2 (CD25), un 

marcatore normalmente utilizzato per l‟identificazione di linfociti T attivati in seguito 

all‟incontro con l‟antigene, la cui positività sulle nTreg denota il ruolo centrale dell‟IL-2 nella 

biologia di tali cellule. Le nTreg corrispondono nel topo all‟8-12%, nell‟uomo al 5-10% del 

compartimento periferico dei linfociti T CD4
+
. Sono contraddistinte, come già anticipato, da 

un‟ontogenesi timica, vengono quindi prodotte durante i normali processi di maturazione 

delle popolazioni T linfoidi che si verificano nel timo, e il loro repertorio di TCR è in 

massima parte self-reattivo [84]. E‟ stato suggerito che i timociti regolatori CD4
+
CD25

+
 

vengano prodotti all‟interno del timo a partire da timociti doppio positivi CD4
+
CD28

+
 

selezionati attraverso il riconoscimento di peptidi autologhi in associazione a molecole HLA 

di classe II, speculando che l‟interazione sia ad avidità sufficientemente elevata da consentire 

il processo di selezione positiva ma allo stesso tempo sfuggire quello di selezione negativa, 

normalmente deputato alla delezione delle cellule autoreattive. Questa particolare forma di 
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selezione è stata definita con il termine di “selezione alterata” [85]. I timociti sono selezionati 

positivamente all‟interno dell‟epitelio corticale timico, mentre la selezione negativa ha luogo 

a livello della giunzione cortico-midollare e midollare timica, dove appaiono le cellule T 

mature singolo-positive [86]. Diversi dati hanno in passato supportato l‟ipotesi secondo la 

quale la regione midollare timica potesse costituire il sito della selezione positiva delle nTreg. 

Tali cellule sono, infatti, localizzate nel topo, così come nell‟uomo, a livello della suddetta 

regione; inoltre, il fenotipo regolatorio non compare sino al momento in cui i linfociti T hanno 

raggiunto lo stadio maturativo di cellule singolo-positive, che accade abbastanza tardivamente 

nel processo di selezione timica [87].  

 

 

 

                                                                                                 SM Kang. Am J Trasplant 7, 2007  

 

Figura 2. Vie differenziative delle cellule T regolatorie naturali e adattative. pDC=cellule dendritiche plasmacitoidi.  

 

 

In realtà, sebbene sia stato dimostrato, in diversi modelli murini, che le componenti stromali 

epiteliali timiche siano necessarie e sufficienti per la selezione delle nTreg, è stato 

recentemente osservato che l‟induzione dell‟espressione delle molecole MHC di classe II 

unicamente a livello dell‟epitelio corticale timico, consente il normale sviluppo di cellule T 

regolatorie CD4
+
CD25

+
 funzionali sia in vitro che in vivo [88].  
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Queste osservazioni hanno portato a supporre che le nTreg, siano selezionate positivamente 

nell‟epitelio corticale timico attraverso le interazioni tra il loro TCR e i peptidi self presentati 

in associazione alle molecole HLA di classe II. Alcune di queste cellule vengono poi 

sottoposte a selezione negativa nella regione midollare timica, e delete secondo un processo 

molto simile a quello che si verifica nel caso delle sottopopolazioni T ad attività effettrice, 

con la sola differenza nell‟avidità delle interazioni antigene-recettore. Si potrebbe immaginare 

che il grado di avidità comporti sia la selezione delle nTreg che la trasduzione al loro interno 

di segnali che le rendono anergiche alla stimolazione antigenica e ne inducono la produzione 

di molecole che a loro volta le proteggono dai segnali apoptotici che ricevono nella regione 

midollare timica, a causa dell‟alta affinità per il self [89]. Naturalmente, il repertorio di 

specificità antigenica delle nTreg è influenzato dalla tipologia di antigeni self presentati 

all‟interno del timo. Molto probabilmente, anche molecole differenti rispetto al TCR e ai 

complessi peptide self-HLA e dotate di attività costimolatoria o adesiva, intervengono nella 

selezione e nel differenziamento delle nTreg. Ne sono esempi il CD28, B7, il CTLA-4, LFA-1 

e ICAM-1 [90]. In realtà, è stato suggerito che in particolari circostanze le cellule T 

regolatorie CD4
+
CD25

+ 
possano essere generate anche in periferia. Quando ottenute da 

cellule mononucleate di sangue periferico umano appaiono, infatti, caratterizzate da telomeri 

più corti; questo dato, combinato con la bassa espressione dell‟antigene CD45RB, potrebbe 

indicare che si tratti cellule altamente differenziate stimolate ripetutamente dall‟incontro con 

l‟antigene. Quest‟osservazione ha portato a supporre che le nTreg periferiche derivino da 

cellule memoria attraverso l‟interazione con antigeni presentati da cellule APC non-

professionali che, mancando dei sufficienti segnali costimolatori indispensabili per 

l‟attivazione T cellulare, risulterebbero in grado di indurre anergia piuttosto che attivazione 

della risposta immune [91].  

Dopo la loro produzione timica, le nTreg migrano in periferia. Qui, diversamente da quanto 

accade nel caso dei linfociti T effettori che, per la loro sopravvivenza, richiedono un contatto 

continuo con gli stessi complessi peptide-HLA coinvolti nella loro selezione, le nTreg 

sopravvivono grazie all‟attività di citochine e molecole costimolatorie. E‟ stato, infatti, 

dimostrato che topi IL-2
-/-

 e CD28
-/-

 non sviluppano nTreg e che il loro numero risulta ridotto 

nel caso di un deficit delle molecole B7-1/2 [92]. Tutti questi fattori sono coinvolti 

essenzialmente nella produzione di IL-2 o nella co-stimolazione della produzione di IL-2, un 

dato che evidenzia il ruolo centrale di questa citochina nel mantenimento delle nTreg così 

come nel loro differenziamento. Questo spiegherebbe il motivo per il quale topi con un deficit 

di IL-2 sviluppano patologie autoimmuni organo-specifiche. Dal momento che le nTreg non 
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producono IL-2, molto probabilmente l‟IL-2 prodotta da altre componenti cellulari riveste una 

importanza cruciale a tale proposito. Ad ogni modo, anche altre citochine come l‟IL-4 

sembrerebbero avere un ruolo nel mantenimento delle nTreg in periferia [93]. 

Le nTreg sono state inizialmente definite utilizzando la sola espressione delle molecole di 

superficie CD4 e CD25. Questa modalità di classificazione risulta in realtà insufficiente per 

l‟identificazione di tale sottotipo linfocitario, in quanto in condizioni di infiammazione o 

attivazione del sistema immune, il CD25 va incontro ad una rapida upregolazione, 

mantenendosi stabile sulla superficie delle cellule convenzionali T CD4
+
 e CD8

+
 effettrici per 

diversi giorni. Va inoltre ricordato che nell‟uomo i linfociti convenzionali possono esprimere 

il CD25 anche in assenza di uno stimolo attivatorio [94]. Conseguentemente, è stata condotta 

un‟estensiva ricerca nel tentativo di identificare marcatori fenotipici addizionali che potessero 

essere utilizzati per distinguere in modo più accurato le nTreg dalle altre popolazioni T 

linfoidi. Diverse molecole sono apparse caratteristicamente presenti sulla superficie delle 

nTreg ma tutte si sono rivelate potenzialmente upregolabili in cellule T effettrici in condizioni 

attivatorie o espresse in altre componenti del sistema immune. Ad ogni modo le nTreg, oltre 

al CD25, esprimono numerose molecole di superficie come il CD45RB; le selectine (CD62 

ligando o CD62L) e le integrine (CD103), indispensabili per il processo di homing 

linfonodale e tissutale; le chemochine (CCR5); il recettore del TNF indotto dai 

glucocorticoidi (GITR); l‟antigene-4 associato ai linfociti T citotossici (CTLA-4 o CD152); il 

TGF-β e diversi membri della famiglia dei recettori Toll-like (inclusi TLR-4, TLR-5, TLR-7 e 

TLR-8). GITR è coinvolto nella soppressione dell‟attività delle nTreg attraverso un 

meccanismo non del tutto noto. La somministrazione di anticorpi anti-GITR in vivo induce la 

comparsa di patologie autoimmuni; mentre in altri modelli la stimolazione di GITR rende i 

linfociti T effettori resistenti alla soppressione mediata dalle nTreg [95]. Il CTLA-4 è espresso 

costitutivamente dalle nTreg e la sua inibizione causa un‟abrogazione dell‟attività di tali 

cellule, suggerendo un suo ruolo nella costimolazione delle nTreg. In realtà, il CTLA-4 è 

anche in grado di mediare direttamente l‟attivazione delle nTreg grazie all‟induzione 

dell‟enzima indoleamina 2, 3-diossigenasi (IDO) in seguito all‟interazione con le molecole 

CD80 e CD86 presenti sulla superficie delle DC, evento che conduce al catabolismo del 

triptofano e quindi all‟immunosoppressione localizzata [96]. L‟espressione dell‟enzima IDO è 

anche utilizzata da un gran numero di tumori umani per evadere l‟attacco da parte del sistema 

immunitario, in quanto la sua espressione correla con il mancato accumulo di linfociti T 

antigene-specifici nel sito tumorale [97]. I TLR rappresentano, invece, un sistema di 

riconoscimento dei patogeni con funzione fondamentale nella risposta immune di natura 
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innata. E‟ stato dimostrato che la stimolazione di nTreg con il lipopolisaccaride attraverso il 

TLR-4 si traduce in una risposta proliferativa e nell‟incremento delle funzioni soppressorie 

[98]. In realtà, questo dato appare contraddittorio se si pensa che normalmente i TLR sono 

coinvolti nell‟attivazione piuttosto che nella soppressione della risposta immune. Inoltre, la 

stimolazione delle DC attraverso i TLR induce la produzione di citochine, come l‟IL-6, che 

rendono le cellule T convenzionali resistenti all‟attività soppressoria delle nTreg [99]; di 

conseguenza molto probabilmente i TLR potrebbero essere implicati nel controllo negativo 

delle nTreg. Oltre ai suddetti marcatori, gli studi volti a migliorare l‟identificazione delle 

nTreg, hanno di recente permesso di individuare anche altri antigeni di superficie caratteristici 

di tali cellule, come ad esempio la catena α del recettore dell‟interleuchina 7 (CD127), 

espressa a bassa intensità, e gli antigeni CD39 e CD73, che sembrerebbero regolare la 

capacità inibitoria delle nTreg [100].  

Ad ogni modo, al di là delle molecole di superficie, il marcatore più specifico e di maggior 

contributo per l‟identificazione delle nTreg è attualmente rappresentato dal fattore di 

trascrizionale nucleare, Forkhead Transcription Factor Family 3, FOXP3. E‟ stato identificato 

agli inizi degli anni 2000 da tre differenti gruppi di ricerca e la sua espressione costituisce 

oggi il “gold standard” per la distinzione delle nTreg dalle cellule T linfoidi effettrici. La sua 

identificazione è stata resa possibile grazie allo studio della patologia “scurfy” sviluppatasi 

spontaneamente in topi del “Oak Ridge National Laboratory” nel 1949 [101]. La mutazione 

genica causale la malattia, interessa un gene X-linked inizialmente chiamato “scurfin”. Gli 

animali affetti da tale mutazione solitamente non sopravvivono oltre la terza settimana di vita 

e presentano lesioni interne simili a quelle osservate in corso di GvHD, infiltrate da cellule T 

linfoidi proliferanti e secernenti citochine infiammatorie [102]. Il clonaggio del gene “scurfin” 

nel 2001 ha permesso di identificare il prodotto del suddetto gene in un fattore della famiglia 

dei fattori di trascrizione Forkhead, da cui la sigla di FOXP3. Topi affetti dalla patologia 

“scurfy” possono essere curati attraverso la trasfezione del gene esprimente FOXP3 o, in 

alternativa mediante ricostituzione del compartimento di cellule T CD4
+
CD25

+ 
[103]. 

Attraverso l‟impiego di un sistema di delezione condizionale, è stato in seguito dimostrato 

come il silenziamento del gene FOXP3 possa comportare l‟immediata comparsa di patologie 

autoimmuni persino in topi adulti, fornendo una prova del ruolo di FOXP3 e delle nTreg nel 

controllo dell‟autoimmunità [104]. Nel timo l‟espressione di FOXP3 è rilevabile allo stadio 

maturativo T doppio-positivo e cellule CD4
+
FOXP3

+
 sono osservabili nel topo già a 3 giorni 

dalla nascita, con una buona correlazione con il dato che la timectomia effettuata dopo il terzo 

giorno dalla nascita induce patologie autoimmuni organo-specifiche che possono essere 
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prevenute attraverso l‟inoculo di nTreg [105]. Ulteriori studi su modelli murini hanno 

dimostrato come i linfociti CD4
+
CD25

+
 rappresentino il sottotipo cellulare FOXP3

+
 

predominante e come sia possibile riprogrammare le cellule T effettrici CD4
+
 o CD8

+
, in 

cellule con funzioni soppressorie, mediante trasferimento del gene codificante FOXP3 [106]. 

La trasfezione retrovirale di linfociti T naive con l‟mRNA di FOXP3 li rende anergici e 

soppressori in vitro , con acquisizione di caratteristiche fenotipiche sovrapponibili a quelle 

delle nTreg, sia in termini di molecole di superficie che di citochine secrete. FOXP3 ha quindi 

un ruolo fondamentale sia nei processi di sviluppo che nell‟esplicazione delle funzioni 

regolatorie delle nTreg e non rappresenta, come il CD25 o GITR, un mero marcatore di 

attivazione, in quanto la stimolazione delle cellule T linfoidi con anticorpi anti-TCR o anti-

CD28 non si traduce nell‟upregolazione del suo mRNA [107].  

In realtà, quando si prende in considerazione l‟uomo, esistono svariate differenze rispetto a 

quanto rilevato nei modelli murini. In primo luogo, l‟espressione di FOXP3 nell‟uomo, 

diversamente da quanto accade nel topo, risulta caratteristica anche di cellule T effettrici, 

sebbene a livelli ridotti. Nell‟uomo esistono, inoltre, 2 isoforme del gene FOXP3, una 

codificante la forma “full length” della proteina, l‟altra codificante per un‟isoforma più corta, 

mancante degli aminoacidi 71-105, e l‟overespressione di una o entrambe le isoforme umane 

di FOXP3 in cellule T linfoidi naive non risulta efficace nella generazione di nTreg. E‟ stato 

supposto che tali differenze dipendano principalmente dalla stretta correlazione presente nelle 

cellule T CD4
+
, tra l‟espressione di FOXP3 e l‟attivazione del TCR. La regione promotrice 

del gene codificante FOXP3 contiene, infatti, diversi siti di legame per i fattori AP-1 e NF-

AT, entrambi coinvolti nella trasduzione dei segnali a valle del TCR, e la formazione del 

complesso NF-AT/FOXP3 è indispensabile per l‟attività soppressoria delle nTreg [108]. 

Comunque, anche nell‟uomo è stata identificata una patologia, nota con il termine di sindrome 

“IPEX”, correlata, nella maggior parte dei casi, alla presenza di mutazioni del gene 

codificante FOXP3. I soggetti che ne sono affetti mostrano, come accade nei topi “scurfy”, 

disordini autoimmuni quali diabete mellito insulino-dipendente, anemia emolitica e lesioni 

cutanee infiammatorie [109]. Di conseguenza, sia il modello murino che umano rendono 

ampiamente chiaro come i difetti a carico di FOXP3 si traducano nella compromissione delle 

funzioni delle nTreg e nell‟autoimmunità multisistemica, rendendo il suo studio un approccio 

indispensabile per la comprensione dei meccanismi alla base della soppressione mediata dalle 

nTreg e per l‟identificazione di nuovi marcatori specifici di questa popolazione cellulare.  
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1.2.2 Peculiarità intrinseche delle cellule T regolatorie “naturali” in vitro e in vivo  

I primi studi in vitro hanno evidenziato una fondamentale caratteristica distintiva delle nTreg 

rispetto ai linfociti T convenzionali. Tali cellule, infatti, non proliferano in risposta alla 

stimolazione del TCR in coltura, ma possono essere indotte a dividersi in presenza di 

anticorpi anti-CD3 e IL-2 esogena [110]. Lo stato anergico delle nTreg osservato in vitro può 

essere in parte spiegato sulla base della tipologia di APC impiegata nei differenti studi. 

Generalmente, le cellule spleniche sono impiegate come fonte di APC, e tale popolazione è 

relativamente debole nell‟induzione dell‟espansione di nTreg antigene-specifiche anche in 

presenza di IL-2, molto probabilmente a causa di uno stato funzionale immaturo [111]. Al 

contrario, le nTreg vanno incontro a estensivi cicli di proliferazione in vitro se stimolate da 

DC mature, specialmente in presenza di IL-2. Tale effetto non va inoltre a scapito della loro 

attività, in quanto le nTreg espanse mostrano un‟abilità di soppressione uguale o addirittura 

superiore a quella delle cellule pre-espansione [112]. Naturalmente, la stimolazione della 

proliferazione delle nTreg così come della loro funzione è, almeno nella prima fase, antigene 

specifica. Infatti, in una co-coltura di cellule T effettrici e nTreg dotate di una differente 

specificità, la soppressione non si verifica sino al momento in cui l‟antigene per cui le nTreg 

sono specifiche viene aggiunto, sebbene una volta attivate, le nTreg, come vedremo in 

seguito, possono sopprimere anche risposte immuni dirette contro antigeni non correlati. Allo 

stesso tempo, le nTreg policlonali sono in grado di sopprimere l‟attività di linfociti T 

convenzionali anch‟essi policlonali quando entrambe le popolazioni sono stimolate con 

anticorpi anti-CD3, nonostante si tratti di una forma di soppressione meno efficace rispetto a 

quella antigene-specifica [113].  

Le nTreg proliferano in risposta all‟IL-2 anche in vivo, come dimostrato in topi trattati con 

anticorpi neutralizzanti anti-IL-2, che manifestano una riduzione del numero di nTreg, o in 

topi con un deficit genetico di IL-2 o del suo recettore, che sviluppano patologie autoimmuni 

[114]. La riduzione quantitativa delle nTreg in assenza di IL-2 evidenzia il ruolo di tale 

citochina non solo nell‟induzione dell‟espansione delle nTreg durante il corso della risposta 

immune, ma anche nel mantenimento di tali cellule in condizioni omeostatiche. Inoltre, anche 

in vivo così come accade in vitro, lo stato maturativo delle DC influenza in misura 

differenziale la capacità di espansione e la funzionalità delle nTreg. L‟attività proliferativa 

delle nTreg è stata seguita in vivo iniettando nTreg CD62L
hi

 singeniche in topi esprimenti un 

diverso allele thy1. In tali condizioni sperimentali, un subset di nTreg appare quiescente, 

mentre un altro, contraddistinto dalla forte positività per l‟antigene CD44, va incontro a 

espansione, con acquisizione di un fenotipo attivato, per poi diminuire numericamente [115]. 
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Inoltre, quando nTreg HA-specifiche sono iniettate in topi esprimenti l‟antigene HA sotto il 

controllo del promotore dell‟insulina, tali cellule si dividono esclusivamente nei linfonodi 

pancreatici, noti per contenere le DC presentanti gli antigeni di derivazione dalle cellule delle 

isole β pancreatiche [116]. L‟espansione delle nTreg osservata in vivo viene quindi molto 

probabilmente indotta da DC mature presentanti l‟antigene. La correlazione tra lo stadio 

maturativo delle DC e l‟effetto proliferativo indotto nelle nTreg può essere attribuito al fatto 

che la risposta di quest‟ultime è maggiormente dipendente dalle molecole costimolatorie 

CD80 e CD86 rispetto a quella dei linfociti T effettori. Infatti, l‟espansione delle nTreg 

indotta da DC isolate da topi CD80
-/-

 e CD86
-/-

 risulta inibita in misura superiore quando le 

cellule rispondenti sono rappresentate in vitro dalle nTreg piuttosto che dai linfociti T 

CD4
+
CD25

-
 [117]. Il ruolo delle DC mature in vivo è stato inoltre chiarito da un recente 

modello murino basato sul trasferimento adottivo di cellule T CD4
+
 transgeniche per il TCR e 

sull‟internalizzazione guidata dell‟antigene corrispondente, attraverso l‟impiego di anticorpi 

specifici per DEC205, un recettore endocitico espresso ad alti livelli sulle DC [118]. Il 

direzionamento dell‟antigene a livello delle DC causa, infatti, un incremento di tutta la 

popolazione T transgenica, ma la frazione CD4
+
CD25

+
 aumenta preferenzialmente. È stato 

ipotizzato che la proliferazione indotta nelle nTreg da parte delle DC mature sia 

indispensabile a bloccare l‟autoimmunità e lo sviluppo di uno stato infiammatorio cronico, 

durante le rispose immuni anti-microbiche. Infatti, durante le infezioni, le DC sia di natura 

mieloide che plasmacitoide, attivate e indotte a maturare in presenza degli stimoli 

infiammatori, presentano un insieme di peptidi antigenici sia di derivazione esogena, 

potenzialmente cross-reagenti con molecole self, che endogena. Il repertorio delle nTreg è 

specifico per i suddetti antigeni endogeni e si espande in concomitanza con l‟espansione dei 

linfociti T effettori microbo-specifici per garantire un fine controllo della risposta immune. 

Un ruolo diverso è attribuibile invece alle DC immature o semi-mature, caratterizzate da 

livelli intermedi di molecole costimolatorie ma prive di altre funzioni specifiche di DC 

mature, che in condizioni omeostatiche trasportano gli antigeni self periferici a livello dei 

linfonodi drenanti. E‟ stato ipotizzato che tali cellule, principalmente rappresentate dal 

sottotipo mieloide, favoriscano il mantenimento della tolleranza al self attraverso il 

reclutamento preferenziale delle nTreg mediato dall‟elevata produzione delle chemochine 

CCL17 e CCL22, garantendone l‟espansione in condizioni di omeostasi [119].  

Nel complesso le osservazioni effettuate suggeriscono che le nTreg vanno incontro a un 

costante rinnovamento in vivo sia in condizioni di omeostasi, in risposta all‟IL-2 e alle DC 

immature, sia in presenza di uno stato infiammatorio, attraverso il riconoscimento di antigeni 
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self endogeni presentati da DC mature. Quindi, le nTreg antigene-specifiche non sono 

anergiche in vivo, ma possono proliferare e tale processo si verifica preferenzialmente negli 

organi linfoidi che drenano il sito di accumulo antigenico. 

 

1.2.3 Meccanismi di soppressione della risposta immune mediati dalle cellule T regolatorie 

“naturali” 

Studi effettuati principalmente in vitro hanno rivelato che le nTreg sono in grado di esercitare 

effetti soppressivi nei confronti di multiple popolazioni cellulari coinvolte nell‟immunità e nei 

processi infiammatori. In principio è stata osservata la capacità delle nTreg di inibire 

l‟attivazione e l‟espansione delle cellule T CD4
+
 attraverso esperimenti in cui la deplezione 

delle nTreg risultava associata allo sviluppo di manifestazioni autoimmuni, mentre la loro 

inoculazione comportava l‟inibizione di tali manifestazioni [120]. In realtà è stato in seguito 

dimostrato che l‟azione soppressoria delle nTreg interessa l‟induzione così come le funzioni 

effettrici dei linfociti T sia CD4
+
 che CD8

+
 naive e memoria e si estende all‟inibizione della 

proliferazione, della produzione di Immunoglobuline e dello scambio isotipico dei linfociti B, 

all‟inibizione dell‟attività citotossica delle cellule NK e NK-T, al controllo della funzione e 

maturazione delle DC e dell‟attività, quindi della sopravvivenza, dei neutrofili. L‟attività 

soppressoria delle nTreg manifesta una peculiarità unica, identificabile con il termine di 

“linked suppression”. Le nTreg possono essere infatti attivate attraverso una modalità 

antigene-specifica e successivamente sopprimere le risposte immuni dirette contro antigeni 

non correlati [121]. Tale forma di soppressione può essere osservata in vitro così come in vivo 

solo in presenza di particolari condizioni e, dal momento che l‟attivazione delle nTreg in vivo 

è sotto il controllo stringente dell‟antigene per cui sono specifiche, potrebbe verificarsi solo in 

circostanze altamente specializzate come nel caso di infezioni virali organo-specifiche. In 

condizioni normali, la specificità della soppressione potrebbe quindi essere ottenuta grazie 

alla prossimità spazio-temporale delle cellule T effettrici, delle nTreg e delle APC [122]. 

Diversi studi hanno dimostrato che il pool delle nTreg è spazialmente organizzato, con cellule 

reclutate o trattenute nei siti di incontro del loro antigene self target. I linfociti B e le APC 

professionali esprimono diverse citochine in condizioni fisiologiche di attivazione antigene-

mediata; tra di esse, il CCL4 sembra mediare il reclutamento preferenziale delle nTreg nel sito 

interessato, di conseguenza la sua deplezione sistemica causa un‟accelerazione della risposta 

immune e la comparsa di fenomeni autoimmuni generalizzati.  

A seconda del sistema sperimentale utilizzato, sono stati proposti vari modelli in vitro per 

spiegare il meccanismo attraverso cui le nTreg regolano le risposte immuni. Questi vedono 
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coinvolti il contatto cellula-cellula e la secrezione di citochine, come l‟IL-10 e il TGF-β  o di 

molecole ad attività citotossica, come la perforina e il granzima A [Figura 3]. Tra le molecole 

espresse dalle nTreg con un ruolo chiave nel meccanismo di inibizione da contatto, una delle 

principali è rappresentata dal CTLA-4, che possiede un‟elevata affinità per le molecole 

costimolatorie CD80 e CD86 espresse sulle DC. Le nTreg esprimono il CTLA-4 

costitutivamente, mentre le cellule T effettrici lo esprimono solamente in seguito ad 

attivazione, grazie anche all‟interazione con le nTreg [123]. L‟inibizione dell‟attività del 

CTLA-4 in topi sani causa lo sviluppo di patologie autoimmuni grazie all‟abrogazione della 

soppressione mediata dalle nTreg sui linfociti T effettori. Inoltre, l‟induzione dell‟espressione 

di FOXP3 all‟interno di cellule T naive si traduce nell‟upregolazione del CTLA-4 attraverso 

una modalità FOXP3-dipendente [124]. E‟ stato dimostrato che il CTLA-4, media sia 

indirettamente che direttamente l‟attività soppressoria delle nTreg. Interagendo con i suoi 

ligandi sulle DC, trasduce segnali costimolatori che a loro volta inducono, in concomitanza 

con i segnali trasdotti dal TCR, l‟attivazione delle nTreg grazie alla competizione del legame 

CD28-CD80/86 e all‟upregolazione dell‟antigene associato alla funzione linfoide (LFA)-1, 

che favorisce l‟interazione fisica tra le nTreg e le APC. Una volta attivate, le nTreg agiscono 

anche reprimendo l‟espressione del CD80 e del CD86 sulle DC, che vengono quindi rese 

meno efficienti in termini di presentazione antigenica, e inducendo l‟espressione dell‟enzima 

IDO con conversione del triptofano in metaboliti, come la kinurenina, dotati di potenti effetti 

immunosoppressivi nel microambiente locale delle DC. In realtà, il CTLA-4 presente sulla 

superficie delle nTreg è altresì in grado di interagire con le molecole CD80 e CD86 espresse 

dai linfociti T effettori target della loro attività soppressoria, con trasmissione diretta di 

segnali inibitori che convergono nel controllo negativo della trascrizione del gene per l‟IL-2, 

il principale fattore proliferativo delle cellule T linfoidi [125]. Un altro fattore coinvolto nella 

soppressione contatto-dipedente è rappresentato da LAG3, una molecola di adesione CD4-

associata espressa sulle nTreg in seguito ad attivazione, che lega le molecole MHC di classe II 

presenti sia sulle cellule APC che sui linfociti T effettori. Il suo meccanismo d‟azione è poco 

noto, ma anticorpi anti-LAG3 sopprimono l‟attività delle nTreg in vivo e in vitro, sebbene topi 

LAG3
-/-

 non esibiscano la comparsa di alcuna manifestazione autoimmune, diversamente da 

quanto accade nel caso del deficit di CTLA-4 [126]. Le nTreg sono in realtà in grado di 

svolgere la loro funzione anche in assenza di contatto con i rispettivi target cellulari, come 

dimostrato in vitro dall‟integrità delle loro funzioni quando separate dai linfociti T effettori da 

una membrana semipermeabile. Per quanto riguarda i meccanismi di soppressione contatto-

indipendente, numerose citochine sono coinvolte nel mediare l‟attività in vivo delle nTreg. 
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Figura 3. Meccanismi di soppressione mediati dalle nTreg. Vari eventi molecolari e cellulari sono stati descritti 

per spiegare come le nTreg possano sopprimere la risposta immune. Essi includono l‟inibizione dell‟espressione 

del gene per l‟IL-2, la modulazione delle molecole costimolatorie sulla superficie delle APC e l‟interazione di 

LAG-3 con le molecole MHC di classe II (a); la secrezione di citochine immunosoppressorie (b); l‟induzione del 

catabolismo del triptofano attraverso il CTLA-4 (c) e la citotossicità (d). E‟ anche possibile che vi siano 

meccanismi chiave non ancora noti (e).  

 

 

L‟IL-10 viene descritta come una citochina inibitoria, con un ruolo fondamentale nel 

mantenimento dell‟omeostasi immunologica. E‟ richiesta per il mantenimento del numero 

delle cellule T linfoidi da parte delle nTreg; infatti, nTreg isolate da topi knock-out per il gene 

dell‟IL-10 perdono la suddetta funzione. Allo stesso modo, il trasferimento adottivo di nTreg 
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in topi sottoposti a trapianto allogenico cutaneo induce allotolleranza, ma l‟iniezione di 

bloccanti del recettore per tale citochina accelera il rigetto, confermando il ruolo 

fondamentale dell‟IL-10 nel contesto dell‟allotrapianto [127]. Esperimenti condotti in vitro 

hanno anche dimostrato un‟azione inibitoria, mediata dall‟IL-10 prodotta dalle nTreg, nei 

confronti dell‟espressione delle molecole MHC di classe II e delle molecole costimolatorie 

presenti sulle DC. Allo stesso modo, il TGF-β gioca un ruolo chiave nella funzione 

soppressoria e nell‟omeostasi delle nTreg periferiche, principalmente attraverso l‟induzione e 

il mantenimento dell‟espressione di FOXP3. Topi TGF-β
-/-

 mostrano numeri ridotti di nTreg e 

l‟espressione di FOXP3 può essere indotta nelle cellule T CD4
+
 naive quando coltivate in 

presenza di TGF-β. Le cellule T FOXP3 indotte risultano inoltre efficaci nella soppressione 

della proliferazione T come le nTreg [128]. Esistono in realtà diversi dati sull‟espressione di 

membrana del TGF-β sulle cellule nTreg sia murine che umane. Questo renderebbe possibile 

un suo coinvolgimento anche nella modalità di soppressione contatto-dipendente. Secondo 

una delle ipotesi più accreditate, l‟espressione di membrana del TGF-β sarebbe indispensabile 

per la sintesi di NOTCH1, una molecola utile al commissionamento della linea T, il cui 

legame con il rispettivo ligando HES1 sui linfociti effettori favorisce la trasmissione di 

segnali inibitori [129]. Come già anticipato, anche l‟IL-2 è importante per il mantenimento e 

la funzione delle nTreg. Oltre al fatto che tali cellule esprimono costitutivamente il recettore 

per l‟IL-2, il loro numero risulta sostanzialmente ridotto in topi IL-2
-/-

 [130]. Lo stesso si 

verifica con la neutralizzazione dell‟IL-2 circolante. Nella soppressione mediata dalle nTreg è 

stato supposto che il recettore ad alta affinità per l‟IL-2 presente sulla loro membrana competa 

per l‟IL-2 con i linfociti T effettori, riducendo l‟effetto di tale citochina sulla loro 

proliferazione. Inoltre nell‟uomo l‟iniezione di IL-2 in pazienti linfopenici incrementa 

l‟espansione delle nTreg e l‟IL-2 è in grado di indurre l‟espressione di FOXP3 nelle nTreg 

umane attraverso l‟azione di STAT3 e STAT5 [131]. Le nTreg possono infine esercitare la 

loro funzione attraverso il rilascio di Perforina e Granzima A, che inducono morte cellulare 

non solo nei linfociti T effettori ma anche nei monociti e nelle DC. Anticorpi diretti contro il 

CD18 interferiscono con tale meccanismo di uccisione, suggerendo il suo coinvolgimento 

nell‟interazione delle nTreg con i rispettivi target [132].  

Nello studio del meccanismo d‟azione delle nTreg in vivo è importante considerare l‟abilità di 

localizzazione di tali cellule nei siti di induzione della risposta immune, in modo tale che vi 

sia uno stretto contatto con i target da inibire. Di conseguenza, le molecole mediatrici dei 

processi di migrazione e homing linfoide diventano di grande importanza per garantire il 

funzionamento delle nTreg. Esse, infatti, ricircolano dal sangue ai tessuti linfoidi secondari in 
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quanto, come accade per i linfociti T effettori, le nTreg, in seguito alla loro stimolazione, si 

localizzano, grazie all‟espressione del CD62L, a livello dei linfonodi drenanti l‟antigene dove 

vanno incontro a molteplici cicli di proliferazione [133]. Anche i recettori per chemochine 

quali CCR4, CCR5 e CCR8 sono importanti per il traffico delle nTreg. I loro ligandi 

CCL17/22, CCL4 e CCL1, sono prodotti principalmente dalle DC, dai monociti e dai 

macrofagi e consentono di direzionare le nTreg verso i loro target. Al tempo stesso, durante il 

corso della stimolazione antigenica le nTreg cambiano la loro attività migratoria e 

abbandonano i tessuti infiammati, un processo cruciale nel controllo di quelle popolazioni T 

linfoidi che non ricircolano più dal sangue ai tessuti linfoidi secondari ma si localizzano nei 

tessuti non-linfoidi. Nel topo, le nTreg acquistano ad esempio la positività per l‟integrina αEβ  

perdendo quella per il CD62L, che ne permette l‟allontanamento dai siti di infiammazione 

[134].  

Indipendentemente da quali meccanismi siano utilizzati dalle nTreg per svolgere la loro 

funzione, il controllo della magnitudine della risposta soppressoria mediata da tali cellule 

risulta indispensabile, in quanto un eccesso di soppressione renderebbe l‟ospite suscettibile 

non solo allo sviluppo di infezioni e tumori ma anche alla comparsa di manifestazioni 

autoimmuni e allergie. Sono diversi i meccanismi di controllo dell‟attività delle nTreg [Figura 

4]. In primo luogo, la modulazione della forza del segnale attraverso il TCR permette di 

modulare la suscettibilità dei linfociti T effettori alla soppressione nTreg-mediata. Una debole 

stimolazione policlonale del TCR con anticorpi anti-CD3 a basso dosaggio rende i linfociti T 

effettori resistenti alle nTreg, mentre il contrario si verifica in presenza di anticorpi anti-CD3 

ad elevato dosaggio. Lo stesso effetto hanno una forte costimolazione attraverso il CD80 e il 

CD86, espressi sulle cellule T convenzionali, e la secrezione di IL6 [135]. Altri due fattori 

implicati nel controllo negativo delle nTreg sono rappresentati da GITR e i TLR. L‟inibizione 

di GITR favorisce la risposta immune attenuando sia in vitro che in vivo la soppressione 

mediata dalle nTreg. Inoltre, l‟iniezione di agonisti di GITR in topi affetti da tumore si associa 

a un incremento della magnitudine della risposta immune, con eradicazione del tumore. Il 

ligando di GITR è espresso su tutte le ACP nel topo e sulle DC plasmacitoidi nell‟uomo ma 

anche sui linfociti T effettori attivati [136]. La proliferazione di cellule T convenzionali con 

un deficit a carico di GITR può essere inibita dalle nTreg anche in presenza di agonisti di 

GITR, mentre nTregs GITR
-/-

 non riescono a sopprimere la proliferazione di linfociti T 

effettori normali in presenza dei suddetti anticorpi, a conferma del ruolo della stimolazione 

attraverso GITR nell‟induzione di resistenza alla soppressione mediata dalle nTreg, nelle 

cellule T convenzionali [137]. 
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Figura 4. Inibizione della soppressione mediata dalle nTreg. Il numero e la funzione delle nTreg deve essere 

necessariamente controllato per garantire l‟appropriata magnitudine della risposta immune. Una forte 

costimolazione attraverso il TCR, l‟IL-6, alte dosi di IL-2 e l‟attivazione di GITR sulle cellule T effettrici le 

rende resistenti alla soppressione nTreg-dipendente. Altri meccanismi inibitori dell‟attività delle nTreg sono 

rappresentati dall‟attivazione di TLR-4 e TLR-9 sulle APC, che si traduce nell‟induzione della secrezione di 

citochine pro-infiammatorie come l‟IL-6 e il TNF-α. 

 

 

Per quanto riguarda i TLR, è stato osservato che le nTreg ne esprimono alcuni sottotipi, come 

il TLR2 e il TLR8, in maniera costitutiva. Il ligando del TLR-8 (CpG-A) è in grado di inibire 

le nTreg, incrementando la risposta immune; mentre l‟attivazione delle nTreg attraverso il 

TLR2 induce la proliferazione di tali cellule con concomitante sospensione transiente 

dell‟attività soppressoria [138]. Di conseguenza, durante la fase acuta del processo infettivo, 
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le nTreg potrebbero essere rese silenti attraverso la segnalazione del TLR2 per poi riacquisire 

la loro abilità soppressiva con la riduzione ma persistenza del patogeno nel sito interessato. 

Questo spiegherebbe come le nTreg siano in grado di prevenire la totale eliminazione del 

patogeno per garantire il mantenimento di un‟efficace memoria immunologica [139]. 

Nonostante numerosi progressi nella conoscenza dei meccanismi d‟azione delle nTreg, rimane 

ancora controverso la modalità attraverso la quale tali cellule sopprimono la risposta immune 

a livello molecolare. Molto probabilmente, più di un meccanismo di soppressione risulta 

operativo nel controllo della risposta immune nTreg-mediata e vari fattori, tra cui la forza e la 

natura dello stimolo antigenico, contribuiscono a determinare la magnitudine della 

soppressione. 

 

1.2.4 Ruolo delle cellule T regolatorie “naturali” nel TCSE 

Evidenze relative al ruolo dell‟immunoregolazione CD4
+
-mediata, specialmente nella sfera 

trapiantologica, risalgono a più di due decadi fa. Nel 1985, è stata dimostrata l‟induzione di 

attività soppressoria in cellule T CD4
+
 di ratti riceventi un trapianto di cuore in associazione a 

una terapia a base di ciclosporine e nel 1989 è stata riportata, sempre in modelli murini, la 

comparsa di attività soppressoria in seguito a trasfusioni donatore-specifiche (TDS) [140]. 

Qualche anno più tardi è stato invece provato che l‟induzione di tolleranza allospecifica 

attraverso l‟impiego di anticorpi anti-CD4 e anti-CD8, dipende dall‟attività di linfociti CD4
+
 

soppressori e che sono tali cellule a garantire il prolungamento della sopravvivenza in seguito 

a TDS [141]. Malgrado la pletora di indicazioni sperimentali, l‟importanza critica delle nTreg 

in tale ambito è però emersa solo quando, grazie all‟impiego di un modello di trasferimento 

adottivo di autoimmunità, è stato possibile identificare nel sottotipo T linfoide CD4
+
CD25

+
, la 

proprietà di soppressione della risposta immune. Queste osservazioni hanno quindi 

rappresentato il presupposto per lo sviluppo dell‟ipotesi secondo cui l‟induzione di 

allotolleranza nel contesto di un TCSE potesse dipendere dagli stessi meccanismi tipici della 

tolleranza “dominante”, diretta verso gli antigeni self. I primi esperimenti a conferma della 

suddetta ipotesi sono stati basati sull‟impiego della procedura di xenotrapianto all‟interno del 

sistema pollo-quaglia e hanno condotto a dimostrare l‟induzione di tolleranza dopo infusione 

di xeno-trapianti di cellule epiteliali allo stadio embrionale. Lo stesso è stato dimostrato in 

modelli murini [142].  

Nell‟ambito delle emopatie maligne, l‟alloreattività rappresenta, in termini di GvL, un cardine 

essenziale della procedura trapiantologia, in quanto, attraverso i sofisticati meccanismi 

cellulari della competenza immunologica, rende possibile l‟aggressione e la distruzione di 



197 

 

eventuali cellule neoplastiche sfuggite ai trattamenti chemioterapici e ai farmaci utilizzati nel 

regime di condizionamento pre-trapianto [143]. Tuttavia, tale alloreattività si traduce anche 

nello sviluppo di GvHD, che, di fatto, rappresenta una delle principali complicanze del 

decorso post-trapiantologico, in quanto si caratterizza per l‟induzione di una risposta immune 

contro i tessuti sani del ricevente. Di conseguenza, lo stato ideale di tolleranza nel contesto di 

un allotrapianto dovrebbe favorire la GvL inibendo al contempo la GvHD. A tal proposito, 

diversi studi sperimentali, condotti su modelli animali e sull‟uomo, hanno confermato 

l‟importanza delle nTreg nel controllo dell‟alloimmunità e nella prevenzione della GvHD, 

dopo TCSE allogenico, apparentemente senza alcuna influenza sulla GvL [144].  

L‟iniezione di colture linfocitarie miste C57BL/6-anti-B6.CH2
bm12

 in topi bm12 irradiati 

subletalmente causa induzione di una forma letale di GvHD. Al contrario, l‟iniezione di 

colture in presenza di anticorpi anti-CD154 o anti-CD80/86 non induce la patologia. Quando 

le nTreg CD4
+
CD25

+
 sono depletate da tali colture prima dell‟iniezione, lo sviluppo della 

GvHD continua ad aver luogo [145]. Questa ha rappresentato la prima reale dimostrazione 

che le nTreg sono in grado di inibire la GvHD. E‟ stato in seguito dimostrato che l‟infusione 

di linfociti allogenici in topi irradiati letalmente e sottoposti ad un TCSE T-depleto, non si 

associa all‟induzione di GvHD. Questo fenomeno può essere spiegato ipotizzando lo sviluppo 

di nTreg del donatore all‟interno del timo dell‟ospite, con conseguente protezione nei 

confronti della GvHD mediata dai linfociti T infusi del donatore. Il fenotipo delle cellule ad 

attività protettiva nei confronti della GvHD è, infatti, CD4
+
, in quanto lo stesso TCSE depleto 

dei linfociti CD4
+
 è associato a GvHD letale dopo DLI [146]. In un modello murino simile, la 

deplezione di cellule CD25
+
 comporta l‟accelerazione della GvHD letale, mentre l‟infusione 

di linfociti CD4
+
CD25

+
 del donatore ritarda la GvHD, specialmente nel caso in cui il rapporto 

nTreg/T effettori risulta elevato [147]. Nell‟uomo, è stato dimostrato che la scarsa 

ricostituzione delle nTreg comporta uno sbilanciamento immunitario persistente, che 

favorisce l‟insorgenza della GvHD. E‟ stata osservata una correlazione inversa tra 

l‟espressione del gene codificante FOXP3 e il grado di GvHD in pazienti con GvHD acuta; 

l‟espressione di FOXP3 risulta infatti consistentemente ridotta quando la malattia è attiva, 

mentre normali livelli di FOXP3 garantiscono la risoluzione della GvHD [148]. Questi dati 

sono stati ulteriormente confermati dall‟osservazione dell‟esistenza di un‟associazione tra la 

presenza di bassi livelli di nTreg e la fase iniziale della GvHD acuta, suggerendo un 

potenziale coinvolgimento di tali cellule nella patogenesi di questa forma patogenica di 

alloreattività [149]. Dati conflittuali sono stati invece ottenuti in relazione al ruolo delle nTreg 

nello sviluppo della GvHD cronica. In due recenti studi è stato riportato che pazienti con 
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GvHD cronica presentano un significativo aumento delle cellule T con fenotipo e funzionalità 

regolatoria, rispetto a pazienti senza segni di GvHD cronica, mentre in un altro lavoro 

condotto sempre su pazienti affetti da GvHD cronica, è stata segnalata una ridotta frequenza 

di cellule Treg CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 [150]. Questi dati suggeriscono che una difettosa 

normalizzazione dei livelli di nTreg durante la ricostituzione immunitaria successiva al 

trapianto, potrebbe contribuire allo sviluppo di GvHD cronica; o, in alternativa, che la GvHD 

cronica potrebbe causare un danno alla funzionalità del timo con possibile diminuzione della 

produzione di nTreg.  

Ma quali sono i meccanismi effettori attraverso cui le nTreg garantiscono la protezione dalla 

GvHD? L‟osservazione che le nTreg esprimenti alti livelli dell‟antigene CD62L inibiscono la 

letalità della GvHD indica che tali cellule agiscono inizialmente all‟interno degli organi 

linfoidi secondari [151]. Allo stesso tempo, è stato dimostrato che le nTreg sono presenti 

anche all‟interno dei tessuti target di GvHD come la cute, il fegato, l‟intestino e i polmoni. 

Questo è reso possibile grazie all‟attività del recettore per chemochine CCR5, coinvolto nella 

localizzazione delle nTreg nei tessuti infiammati [152]. In modelli sperimentali di colite, è 

stato invece evidenziato il coinvolgimento di fattori solubili come l‟IL-10 e il TGF-

β L'infusione di nTreg IL-10
-/-

 garantisce un ritardo nella comparsa di GvHD, nonostante ciò, 

solo il 40% degli animali sopravvive a 100 giorni dal trapianto e quelli che sopravvivono 

mostrano segni di GvHD. Il ritardo nella comparsa di GvHD può essere giustificato 

dall‟attività ridondante del TGF-β e del CTLA-4, che indica come le nTreg utilizzino 

meccanismi effettori multipli. Alcuni studi riportano che l‟effetto di prevenzione della GvHD 

ottenuto dall‟infusione delle nTreg, si realizza senza influenzare l‟effetto benefico della GvL, 

per cui le nTreg sarebbero in grado di discriminare le due componenti dei meccanismi 

alloreattivi [153]. La spiegazione dei meccanismi alla base di tale capacità risulta tuttora poco 

nota. Una delle più recenti ipotesi nasce dall‟osservazione che la GvHD dipendente da 

molecole MHC di classe II e quindi mediata dai linfociti T CD4
+
, risulta più severa rispetto 

quella indotta da molecole MHC di classe I e quindi mediata dai linfociti T CD8
+
, e che le 

nTreg hanno la capacità intrinseca di inibire maggiormente linfociti T CD4
+
. Su tali basi, le 

nTreg, potrebbero garantire la protezione dalla GvHD, direzionando la loro attività 

soppressoria sulle cellule T CD4
+
 piuttosto che CD8

+
, che rappresentano i linfociti 

preferenzialmente deputati all'eliminazione dei blasti leucemici residui e quindi responsabili 

della GvL [154]. Come anticipato, un rapporto relativamente elevato nTreg/T effettori è 

richiesto per la protezione dalla GvHD. Questo potrebbe imporre un serio limite sull‟impiego 

clinico delle nTreg. Per tale motivo, è stata valutata la possibilità di espandere nTreg ex-vivo 
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preservandone l‟attività regolatoria. Sono stati proposti diversi protocolli di espansione, basati 

sull‟impiego di APC o anticorpi anti-CD3 e/o anti-CD28 immobilizzati, sempre in presenza di 

elevate concentrazioni di IL-2. Il loro impiego consente di ottenere un fold di espansione fino 

a 10
4
 in colture di 6 settimane, e l‟infusione delle nTreg espanse in vitro, protegge 

dall‟insorgenza della GvHD in diversi modelli murini [155-159]. In realtà, la capacità di 

espansione così come di soppressione delle nTreg, risulta maggiore in vivo, caso in cui la 

stimolazione ex-vivo viene effettuata mediante l‟impiego delle APC del ricevente del TCSE, 

piuttosto che degli anticorpi anti-CD3 e/o anti-CD28, molto probabilmente a causa della 

specificità delle nTreg espanse infuse. Tuttavia, nell‟uomo, la bassa frequenza delle nTreg e la 

presenza di contaminanti CD4
+
CD25

low
 nel sangue periferico umano pongono dei problemi 

tecnici per l‟isolamento e la successiva espansione in vitro della popolazione cellulare di 

interesse. Una valida alternativa al sangue periferico come fonte di nTreg per l‟espansione ex-

vivo delle nTreg è rappresentata dal sangue di cordone ombelicale. Diversi studi hanno 

indicato la possibilità di generare in vitro delle linee cellulari di nTreg umane da sangue 

placentare dopo stimolo con anticorpi monoclonali anti-CD3, anti-CD28 e IL-2. La 

popolazione nTreg predominante nel SCO è rappresentata da cellule con fenotipo immaturo, 

CD45RA
+
CD45RO

- 
e tale caratteristica è confermata anche da una minore espressione di 

FOXP3 [160-162]. A questo proposito, alcuni studi hanno dimostrato una potente capacità 

immunosoppressiva delle nTreg isolate dal SCO, in grado di persistere per diverse settimane e 

probabilmente strettamente correlata al loro fenotipo immaturo [163-164]. Ciò potrebbe 

spiegare la più bassa incidenza di GvHD che si osserva dopo trapianto di CSE da SCO, 

piuttosto che da MO o SVP. Sulla base di questi risultati preliminari si apre quindi la 

prospettiva per l‟utilizzo delle banche di cordone ombelicale come fonte di pronta 

disponibilità di nTreg a scopo immunoterapico.  

Per il ruolo cruciale che svolgono nella regolazione della risposta immune, nel mantenimento 

della tolleranza immunitaria e nel controllo dei fenomeni autoimmuni, le nTreg rappresentano 

quindi una potenziale terapia alternativa nell‟ambito di un TCSE allogenico che mira alla 

prevenzione o al controllo della GvHD e alla promozione dell‟attecchimento e del 

chimerismo, attraverso l‟induzione di allotolleranza. Per questo motivo, tali cellule, 

costituendo una popolazione di linfociti T fenotipicamente e molecolarmente distinta, sono 

diventate, negli ultimi anni, oggetto di studio di numerosissime ricerche applicate alla clinica. 
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1.3 Scopo del progetto di ricerca 

 

Le nTreg rappresentano una sottopopolazione T linfoide CD4
+
 di derivazione timica con un 

ruolo cruciale nel mantenimento della tolleranza immunologica al self e nel controllo della 

risposta immune fisiologica e patologica. Nell‟ambito dell‟immunoterapia, una delle 

applicazioni più promettenti delle nTreg è rappresentato dal tentativo di ridurre la tossicità 

associata al trapianto allogenico di CSE, impiegato principalmente per la cura delle neoplasie 

ematologiche. Le recenti scoperte sulla biologia delle nTreg e gli studi effettuati su modelli 

murini, suggeriscono, infatti, un loro ruolo nella modulazione della prognosi post-trapianto, in 

particolar modo attraverso la possibilità di controllare la GvHD senza interferire con l‟effetto 

della GvL. In tale ambito si inserisce il nostro studio, volto ad indagare il ruolo delle nTreg 

nella patogenesi e nel controllo della GvHD acuta e cronica post trapianto allogenico, per il 

successivo disegno di un protocollo di Immunoterapia basato sull‟utilizzo delle nTreg e 

destinato a pazienti allotrapiantati con complicanze di GvHD.  

A tale scopo è stata analizzata dapprima la possibilità di isolare le nTreg da pazienti sottoposti 

a TCSE allogenico, in assenza o presenza di GvHD, ed espanderle in vitro in presenza di 

anticorpi anti-CD3 e anti-CD28 e IL-2. Sono state quindi esaminate le caratteristiche 

fenotipiche delle nTreg espanse e la loro funzionalità in termini di attività imunosoppressoria 

e produzione di citochine immunoregolatorie. La valutazione della soppressione nTreg-

mediata è stata effettuata attraverso una co-coltura di cellule T effettrici CD4
+
CD25

-
 

autologhe e DC allogeniche, in presenza o assenza di nTreg, finalizzata a mimare la risposta 

allogenica che si verifica in vivo nel corso della GvHD. Nell‟ambito di tale studio è stata 

anche avviata un‟analisi comparativa tra le nTreg isolate da pazienti sottoposti a TCSE 

allogenico e quelle isolate da SVP e SCO, con lo scopo di evidenziare la possibile presenza di 

differenze nelle peculiarità di tali cellule, in relazione alla fonte di origine.  

Il fine ultimo del suddetto studio è rappresentato dalla possibilità di migliorare la 

comprensione della biologia delle nTreg per lo sviluppo di un progetto immunoterapeutico, 

basato sull‟utilizzo di tali cellule, che possa tradursi in un beneficio clinico attraverso la 

riduzione del fabbisogno della terapia convenzionale immunosoppressiva nel TCSE 

allogenico. Inoltre, le implicazioni funzionali di tale terapia potrebbero rappresentare il 

razionale per un ulteriore approfondimento della comprensione della biologia del trapianto, 

per la prevenzione e il trattamento della GvHD e per la ricostituzione immunologica. 
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2. MATERIALI E METODI 

 

2.1 Pazienti e Controlli 

 

Nel nostro studio sono stati inclusi 18 pazienti affetti da neoplasie ematologiche di differente 

natura, sottoposti, presso il nostro Istituto, a TCSE allogenico. Il prelievo dei campioni di 

SVP di tali pazienti è stato effettuato a circa un anno dal momento del trapianto. Quattordici 

pazienti erano di sesso maschile e 4 di sesso femminile, con un‟età mediana di 36 anni 

(intervallo: 10-61 anni). Cinque pazienti risultavano affetti da Leucemia Linfoide Acuta 

(LLA), 3 da Leucemia Mieloide Acuta (LMA), 3 da Leucemia Mieloide Cronica (LMC), 3 da 

Leucemia Linfatica Cronica (LLC), 2 da Mieloma Multiplo (MM), 1 da Linfoma di Hodgkin 

(LH) ed 1 da Trombocitemia Essenziale (TE). Quindici pazienti sono stati sottoposti a 

trapianto allogenico da donatore familiare HLA-compatibile, 3 pazienti a trapianto allogenico 

da donatore non correlato HLA-compatibile. Il SVP è stato impiegato come fonte di cellule 

staminali emopoietiche in 11 casi, il MO in 6 casi e il SCO in un caso. In 13 pazienti è stato 

eseguito un regime di condizionamento di tipo mieloablativo e in 5 pazienti di tipo non 

mieloablativo. 

Le 18 unità di SCO incluse nello studio sono state ottenute dalla Banca del Cordone 

Ombelicale dell‟Università degli studi di Roma “ Sapienza”. Tali unità comprendono quelle 

sacche di SCO che non soddisfano i criteri di sicurezza che ne permettono l‟immissione nella 

rete della banca. In qualità di controllo sono stati utilizzati, previo consenso informato, 13 

campioni di SVP, prelevati da donatori sani adulti, ottenuti dal Centro Trasfusionale della 

stessa Università. 

Le cellule mononucleate di SCO (CBMC) e di SVP (PBMC) sono state ottenute mediante 

separazione su gradiente di densità e coltivate a 37 C in atmosfera umidificata con un tasso di 

CO2 pari al 5%, in terreno colturale RPMI 1640 (Cambrex Bio Science Verviers, Belgium) 

addizionato con 10% di siero fetale bovino (FBS, HyClone, South Logan, UT), 1% di L-

glutammina (EuroClone, Europe) e 1% di Pen-Strepto (EuroClone, Europe).  

 

 

2.2 Purificazione dei linfociti T CD4
+
CD25

+ 

 

Le cellule T CD4
+
CD25

+
 sono state isolate dal resto delle CBMC e delle PBMC sia dei 

pazienti sottoposti a TCSE allogenico che dei donatori sani adulti mediante separazione 

cellulare magnetica, attraverso l‟impiego di un kit di isolamento specifico per cellule Treg 

CD4
+
CD25

+
 (Miltenyi Biotec Auburn, CA, USA). La procedura di isolamento è stata eseguita 
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in due passaggi. In primo luogo, allo scopo di arricchire i campioni in cellule T CD4
+
, è stata 

effettuata una marcatura indiretta delle cellule T CD4
-
 con una miscela di anticorpi biotinilati 

diretti contro gli antigeni CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR /  

Glicoforina A, e biglie magnetiche anti-biotina. A questo punto, i campioni arricchiti in 

cellule T CD4
+
, sono stati sottoposti a una selezione positiva delle cellule T CD4

+
CD25

+
 

mediante l‟uso di specifici anticorpi anti-CD25 coniugati a biglie magnetiche.  

 

 

2.3 Espansione dei linfociti T CD4
+
CD25

+
 isolati 

 

Le cellule T CD4
+
CD25

+
 ottenute dopo isolamento immunomagnetico, sono state espanse per 

6 giorni in piastre da 96 pozzetti con fondo ad U, coniugate ad anticorpi monoclonali anti-

CD3 (5 g/ml) e anti-CD28 (5 g/ml), in presenza di IL-2 (100 U/ml), aggiunta al 1° e 3° 

giorno di coltura. La frazione negativa ottenuta dopo purificazione, ovvero i linfociti T 

CD4
+
CD25

-
, è stata

 
risospesa in una soluzione di FBS al 10% di DMSO e

 
criopreservata in 

azoto liquido per il successivo impiego come popolazione cellulare T effettrice autologa. 

 

 

2.4 Analisi Immunofenotipica delle cellule T CD4
+
CD25

+ 
espanse 

 

Le cellule T CD4
+
CD25

+
 espanse sono state caratterizzate immunofenotipicamente mediante 

la valutazione dell‟espressione di superficie degli antigeni CD4, CD25, CD62L e 

dell‟espressione intracellulare delle molecole CTLA-4 e FOXP3. Per la determinazione 

dell‟espressione degli antigeni di superficie, le cellule sono state marcate con anticorpi 

monoclonali (mAbs) di topo coniugati con i fluorocromi FITC, PE e PerCP e incubate per 20 

minuti al buio a 4°C in PBS, privo di ioni Ca
2+

 e Mg
2+

 (DPBS, Cambrex Bio Science 

Verviers, Belgium). In particolare, nel nostro sistema sperimentale sono stati impiegati i 

seguenti mAbs di superficie: CD4FITC, CD25PE, CD3PERCP, (Becton Dickinson Bioscience, 

San Jose, California), CD62LFITC (EBioscience). In tutti gli esperimenti, oltre agli mAbs 

diretti contro antigeni di superficie caratteristicamente espressi dalle cellule Treg, sono stati 

utilizzati isotipi aspecifici di Ig (IgG1, IgG2) coniugati con i fluorocromi FITC, PE e PerCP, 

come controllo negativo. Per la valutazione dell‟espressione degli antigeni intracellulari 

CTLA4 e FOXP3 è stato, invece, effettuato un test di marcatura intracitoplasmatica, basato 

sull‟utilizzo del kit di permeabilizzazione cellulare “Fix&Perm” (Caltag Laboratories, 

Hamburg, Germany). L‟acquisizione dei dati è avvenuta, in entrambi i casi, mediante 
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l‟utilizzo di un citofluorimetro “FACScan” e la loro analisi è stata realizzata utilizzando il 

programma “CellQuest” (Becton Dickinson). 

 

 

2.5 Valutazione delle capacità soppressorie delle cellule T CD4
+
CD25

+ 
espanse 

 

Per valutare le capacità soppressorie delle cellule T CD4
+
CD25

+ 
espanse nei confronti 

dell‟attività proliferativa dei linfociti T autologhi è stato allestito un test di proliferazione. A 

tale scopo, le cellule T CD4
+
CD25

+
 espanse isolate da SCO e da SVP di pazienti trapiantati o 

donatori sani sono state coltivate, in piastre da 96 pozzetti a fondo a U, secondo un rapporto 

1:1 con cellule T effettrici CD4
+
CD25

-
 autologhe a loro volta stimolate con DC generate da 

monociti di donatori sani e caricate con corpi apoptotici originati da blasti leucemici 

allogenici, come descritto in precedenza [165]. Allo scadere del 6° giorno di coltura, è stata 

introdotto all‟interno di ciascun pozzetto 1 μCi di Timidina triziata (
3
H-TdR; Amersham, 

Arlington Heights, IL) e, dopo un‟incubazione di circa 18 h a 37 C in atmosfera al 5% di 

CO2, la capacità soppressoria delle cellule T CD4
+
CD25

+
 è stata valuta mediante l‟analisi 

dell‟incorporazione di 
3
H-TdR da parte dei linfociti T effettori, in presenza o assenza di 

cellule T CD4
+
CD25

+
 espanse, effettuata mediante l‟ausilio di un Beta-counter (Packard 

Bioscience, Groningen, The Netherlands). I risultati sono stati riportati come media dei colpi 

per minuto (Cpm) ± deviazione standard. 

 

 

2.6 Valutazione della produzione di IL-10 da parte delle cellule T CD4
+
CD25

+ 
espanse 

 

La valutazione della produzione di IL-10 da parte delle cellule T CD4
+
CD25

+
 è stata 

effettuata, mediante ELISA (Saggio di Immunoassorbimento con Enzima Coniugato), su 

campioni di surnatanti prelevati al 6° giorno della coltura allestita per l‟espansione delle 

cellule T CD4
+
CD25

+
 di SCO e di SVP di pazienti trapiantati o donatori sani, dopo 

isolamento immunomagnetico.  

In particolare, il test ELISA è stato realizzato attraverso l‟impiego di un kit per la 

determinazione della concentrazione dell‟IL-10 (Quantikine®, R&D Systems) nei surnatanti 

della coltura delle cellule T CD4
+
CD25

+
 espanse da 3 unità di SCO, 3 campioni di SVP di 

pazienti senza segni di GvHD, 3 con segni di GvHD e infine 3 campioni di SVP di donatori 

sani. Sono state impiegate come controllo diluizioni seriali di IL-10 umana ricombinante a 

concentrazione nota, utili per la realizzazione di una curva standard necessaria a risalire alla 

quantità di IL-10 presente nei campioni. Come standard più elevato è stata utilizzata una 
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diluizione di IL-10 pari a 1000 pg/ml, mentre il diluente fornito all‟interno del kit è stato 

scelto come controllo negativo. L‟analisi dei dati è stata effettuata rilevando l‟assorbanza di 

ciascun campione a 450 nm mediante l‟impiego di uno spettrofotometro.  
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3. RISULTATI 

 

3.1 Capacità di espansione e caratteristiche immunofenotipiche delle cellule T 

CD4
+
CD25

+
 isolate  

 

Allo scopo di studiare le caratteristiche molecolari e funzionali delle cellule T regolatorie, è 

stata in primo luogo esaminata la possibilità di purificarle ed espanderle in vitro a partire da 

cellule mononucleate. Lo studio è stato condotto su 18 campioni di SVP prelevato da pazienti 

affetti da neoplasie ematologiche ad almeno un anno dal trapianto allogenico di CSE, in 

assenza (9 pazienti) o in presenza di GvHD (9 pazienti: 3 con GvHD acuta, 3 con GvHD 

cronica e 3 con entrambi i tipi di GvHD); su 13 campioni di SVP prelevato da donatori sani 

adulti e 18 unità di SCO.  

Dai risultati ottenuti in questa prima fase dello studio, è emersa la possibilità di isolare, da 

tutte le fonti esaminate, cellule T CD4
+
CD25

+
, con valori di purezza medi complessivamente 

pari al 99.0% ± 0.1% (intervallo: 98-100%), mediante una primaria delezione dei componenti 

CD4
-
, seguita da 2 cicli di selezione positiva per CD25. La valutazione della quantità di 

cellule T CD4
+
CD25

+
 ottenute ha evidenziato percentuali medie di resa pressoché simili sia 

nel caso del SVP dei pazienti allotrapiantati e dei donatori sani che nel caso delle unità di 

SCO, con valori rispettivamente pari a 0.3% ± 0.4%, 0.6% ± 0.3% e 0.3% ± 0.3%.  

Una volta isolate, le cellule T CD4
+
CD25

+
 sono state incubate in presenza di fattori stimolanti 

la crescita e proliferazione delle cellule T linfoidi attraverso una modalità sia TCR-dipendente 

che indipendente, rappresentati dagli anticorpi anti-CD3 e anti-CD28 e dall‟IL-2, aggiunta al 

1° e 3° giorno di coltura. Al termine della 1
a
 settimana, sebbene sia stato possibile osservare 

una responsività alla stimolazione da parte delle cellule T CD4
+
CD25

+
 ottenute da tutte le tre 

diverse fonti, è stata rilevata, in tal caso, una risposta quantitativamente diversa in relazione 

alla tipologia di fonte. Infatti, le cellule T CD4
+
CD25

+
 isolate dalle unità di SCO hanno 

mostrato una capacità di espansione superiore sia rispetto a quelle isolate dal SVP dei pazienti 

allotrapiantati che dei donatori sani. In particolare, è stato calcolato un valore medio di 

espansione di 11.0 ± 6.9 volte (631.9x10
3
 ± 446.2x10

3
 Treg pre- vs 6959.4x10

3
 ± 655.4x10

3
 

Treg post-espansione) nel caso delle unità di SCO, di 6.7 ± 5.4 volte (355.8x10
3
 ± 291.4x10

3
 

Treg pre- vs 2336.9x10
3
 ± 274.5x10

3
 Treg post-espansione) nel caso dei pazienti 

allotrapiantati e di 4.4 ± 2.4 volte (680.6x10
3
 ± 505.2x10

3
 Treg pre- vs 2991.8x10

3
 ± 

175.1x10
3
 Treg post-espansione) nel caso dei donatori sani [Tabella 1; Figura 5].  
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La differenza nei livelli di espansione è risultata significativa confrontando i valori medi di 

espansione delle cellule T CD4
+
CD25

+
 isolate dalle unità di SCO e dal SVP dei donatori sani 

(P=0.001); al contrario, nessuna differenza significativa è stata osservata paragonando la 

capacità di espansione delle cellule T CD4
+
CD25

+
 isolate dai pazienti sottoposti a trapianto, a 

quella caratteristica della controparte normale. Le cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 isolate 

sono inoltre apparse iporesponsive alla stimolazione sia in presenza di alte dosi di IL-2 in 

assenza di anticorpi anti-CD3 e anti-CD28, sia in presenza dei suddetti anticorpi da soli o in 

combinazione, mostrando invece una normale risposta alla stimolazione mediata da stimoli 

TCR-indipendenti, rappresentati primariamente dalla fitoemoagglutinina (PHA) (dati non 

mostrati).  

Le cellule T CD4
+
CD25

+
 espanse sono state quindi analizzate mediante citometria a flusso 

per la valutazione delle caratteristiche fenotipiche, finalizzata all‟identificazione 

dell‟espressione di specifici marcatori di superficie e intracellulari comunemente associati 

all‟attività regolatoria. In tutti i casi esaminati, indipendentemente dalla fonte di isolamento, la 

totalità delle cellule T CD4
+
CD25

+
 isolate espanse è risultata positiva per l‟espressione dei 

marcatori CD4 e CD25, con valori medi complessivamente pari al 99.0% ± 0.4% (intervallo: 

97-100%). 

 

 

Tabella 1. Incremento medio di espansione delle cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+ 
isolate mediante separazione 

immunomagnetica dal SVP dei pazienti allotrapiantati e dei donatori sani e dalle unità di SCO e coltivate per 6 

giorni in vitro in presenza di anticorpi anti-CD3 (5 g/ml) e anti-CD28 (5 g/ml) e IL-2 (100 U/ml). 

 

Fonte di isolamento  

delle cellule T CD4
+
CD25

+
 

Incremento medio di espansione  

delle cellule T CD4
+
CD25

+
 

Unità di SCO (n=18) 11.0 volte ± 6.9 (intervallo: 1.8-24.0) 

SVP dei pazienti allotrapiantati (n=18) 6.7 volte ± 5.4 (intervallo: 1.5-23.3) 

SVP dei donatori sani (n=13) 4.4 volte ± 2.4 (intervallo: 1.5-13.6) 
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Figura 5. Confronto tra le quantità medie pre- e post-espansione di cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+ 
isolate dal 

SVP dei pazienti (Pz) allotrapiantati e dei donatori sani e dalle unità di SCO.  

 

 

La quasi totalità delle cellule T CD4
+
CD25

+
 ottenute, è apparsa inoltre caratterizzata dalla 

positività per l‟espressione del CD62L, una selectina coinvolta nella migrazione delle cellule 

linfoidi a livello dei linfonodi o dei tessuti infiammatori interessati dalla GvHD, con valori 

medi di intensità del 76.0% ± 28.0% per le cellule T CD4
+
CD25

+
 dei pazienti allotrapiantati, 

dell'89.0% ± 1.0% per le cellule T CD4
+
CD25

+
 dei donatori sani e del 96.0% ± 9.0% per 

quelle isolate dalle unità di SCO. In ciascuna popolazione di cellule T CD4
+
CD25

+
 è stata 

quindi evidenziata l‟espressione dell‟antigene CTLA-4, direttamente coinvolto nel controllo 

dell‟attività regolatoria, con valori medi anche in tal caso paragonabili e complessivamente 

pari all‟85.0% ± 15.0% (intervallo: 81-88%). L‟espressione della molecola CTLA-4 è stata 

valutata a livello intracitoplasmatico, a causa di una debole presenza in superficie, dovuta 

probabilmente a un processo di rapida endocitosi strettamente correlato all‟impiego del 

CTLA-4 durante la fase attivatoria delle cellule T regolatorie. Sempre all‟interno del 

compartimento intracitoplasmatico, è stata valutata l‟espressione di FOXP3, data la sua 

importanza nell‟identificazione della popolazione T CD4
+
CD25

+
 ad attività regolatoria. In 

tutti i casi studiati, è stata osservata un‟elevata espressione di FOXP3, caratterizzata dalla 

presenza di livelli equivalenti nelle cellule T CD4
+
CD25

+
 espanse ottenute dai pazienti, dai 

donatori adulti e dalle unità di SCO (SVP dei pazienti: 86.0% ± 15.0%; SVP dei donatori: 

80.0% ± 11.0%; Unità di SCO: 85.0% ± 14.0%). E‟ stata infine confermata, mediante analisi 
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immunofenotipica, la totale assenza di cellule T CD8
+
 contaminanti in tutte le popolazioni 

studiate, un dato a sostegno dell‟esclusiva espansione, nel nostro sistema sperimentale, di 

cellule T a fenotipo CD4
+
CD25

+
 [Tabella 2; Figura 6]. 

Nel complesso, i dati ottenuti hanno rivelato la possibilità di isolare ed espandere cellule T 

CD4
+
CD25

+
 ad attività regolatoria a partire sia dal SVP di pazienti sottoposti a trapianto e 

donatori adulti, che da unità di SCO, senza alcuna peculiarità o differenza di espressione degli 

antigeni di superficie e citoplasmatici, in relazione alla fonte di derivazione. Le cellule T 

CD4
+
CD25

+
 isolate dalle unità di SCO hanno inoltre mostrato una maggiore responsività agli 

stimoli proliferativi forniti in vitro, un dato in accordo con le caratteristiche di immaturità 

tipiche dei componenti cellulari emopoietici presenti all‟interno di tale fonte. 

 

 

Tabella 2. Valori percentuali medi di espressione dei marcatori di superficie e intracellulari esaminati per la 

caratterizzazione immunofenotipica delle cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 espanse isolate dal SVP dei pazienti 

allotrapiantati e dei donatori sani e dalle unità di SCO.  

 

Marcatori 

esaminati 

SVP dei pazienti 

allotrapiantati 

(n=18) 

SVP dei donatori 

sani (n=13) 

Unità di SCO 

(n=18) 

CD4/CD25 98.5% ± 0.3% 99.0% ± 0.2% 98.0% ± 0.5% 

CD62L 76.0% ± 28.0% 89.0% ± 1.0% 96.0% ± 9.0% 

CTLA-4 87.0% ± 16.0% 84.0% ± 13.9% 86.0% ± 14.0% 

FOXP-3 86.0% ± 15.0% 80.0% ± 11.0% 85.0% ± 14.0% 
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Figura 6. Confronto della caratterizzazione immunofenotipica delle cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 espanse 

isolate dal SVP dei pazienti (Pz) allotrapiantati e dei donatori sani e dalle unità di SCO. A titolo esemplificativo 

sono stati riportati i diagrammi relativi a un singolo campione di cellule T regolatorie per ciascuna fonte di 

isolamento. 

 

 

3.2 Capacità soppressoria delle cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 espanse 

 

Per la caratterizzazione delle proprietà funzionali, le cellule Treg CD4
+
CD25

+
 espanse, sono 

state coltivate in presenza di cellule T effettrici autologhe CD4
+
CD25

-
, stimolate da DC 

allogeniche caricate con corpi apoptotici leucemici, anch‟essi di natura allogenica. E‟ stata 

quindi esaminata, al termine del 6° giorno di coltura linfocitaria mista, la capacità delle cellule 

T regolatorie CD4
+
CD25

+
 di sopprimere l‟attività proliferativa dei linfociti T effettori 

autologhi, attraverso la quantificazione del grado di inibizione dell‟incorporazione di 3H-

TdR. Le cellule Treg CD4
+
CD25

+
 espanse isolate da tutte le fonti in esame, hanno 

manifestato, negli esperimenti di co-coltura, un‟efficiente abilità soppressoria nei confronti 

dei linfociti T effettori autologhi. L‟inibizione della proliferazione è risultata dose-dipendente, 
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mostrando valori massimi ad un rapporto finale cellule T regolatorie/T effettori di 1:1. In tali 

condizioni, la più elevata capacità soppressoria è stata osservata da parte delle cellule Treg 

CD4
+
CD25

+
 dei donatori sani, a confronto con le altre fonti di derivazione. E‟ stata, infatti, 

misurata in tal caso una riduzione media del tasso proliferativo pari a 12.0 ± 9.1 volte 

(8416.0Cpm ± 3387.2Cpm in assenza di Treg vs 701.3Cpm ± 387.2Cpm in presenza di Treg). 

Al contrario, l‟analisi delle cellule Treg CD4
+
CD25

+
 originate dal SVP dei pazienti 

allotrapiantati e dalle unità di SCO, ha rivelato una riduzione media del tasso proliferativo 

rispettivamente pari a 7.5 ± 5.6 volte (13948.7Cpm ± 833.6Cpm in assenza di Treg vs 

1859.8Cpm ± 356.9Cpm in presenza di Treg) e 7.1 ± 4.5 volte (22365.1Cpm ± 2500.9Cpm in 

assenza di Treg vs 3150.0Cpm ± 2151.1Cpm in presenza di Treg) [Figura 7]. Risultati 

paragonabili sono stati ottenuti sia quando è stata utilizzata la PHA come fattore di 

stimolazione negli esperimenti di co-coltura sia quando la popolazione complessiva di cellule 

T linfoidi autologhe CD4
+
CD25

-
 e CD8

+
CD25

-
 è stata impiegata come popolazione T 

effettrice nel test di soppressione della risposta immune alloreattiva (dati non mostrati). Non è 

stata invece osservata alcuna soppressione della proliferazione dei linfociti T effettori attivati 

quando le cellule Treg CD4
+
CD25

+ 
espanse sono state co-coltivate

 
in assenza di DC, 

impiegate come APC. Lo studio della funzionalità delle cellule Treg CD4
+
CD25

+
 isolate dal 

SVP dei pazienti allotrapiantati ha, inoltre, rivelato la presenza di una correlazione tra la 

capacità soppressoria e l‟occorrenza di GvHD nei suddetti pazienti, al momento 

dell‟isolamento di tali cellule. In particolare, le cellule Treg CD4
+
CD25

+
 ottenute da pazienti 

privi di segni clinici di GvHD (n=5) hanno manifestato una capacità di inibizione della 

proliferazione dei linfociti T effettori autologhi CD4
+
CD25

-
, significativamente maggiore 

rispetto a quella osservata nei campioni di cellule Treg CD4
+
CD25

+
 ottenute da pazienti con 

manifestazioni di GvHD sia acuta che cronica (n=5) (P=0.04). In media la riduzione del tasso 

proliferativo indotta nel primo caso è risultata pari a 10.9 ± 2.7 volte (intervallo: 5.3-21.8; 

19722.2Cpm ± 6340.2Cpm in assenza di Treg vs 1809.4Cpm ± 140.7Cpm in presenza di 

Treg) mentre, nel secondo caso, a 4.0 ± 0.8 volte (intervallo: 1.5-6.3; 10943.4Cpm ± 

4967.8Cpm in assenza di Treg vs 2735.8Cpm ± 1012.6Cpm in presenza di Treg) [Figura 8].  

I risultati ottenuti mostrano la presenza di una competenza funzionale, in termini di capacità 

di soppressione della risposta allogenica, delle cellule Treg CD4
+
CD25

+
 isolate ed espanse ex-

vivo, esplicata indipendentemente dalla fonte di derivazione. Evidenziano, inoltre, 

un‟alterazione dell‟efficienza di tali cellule quando isolate da pazienti con esperienza di 

GvHD, un dato a sostegno del ruolo primario della scarsa regolazione dei meccanismi 

alloreattivi nella comparsa e/o nell‟esacerbazione di questa immunopatologia infiammatoria.  
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Figura 7. Capacità soppressoria media delle cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 espanse isolate dal SVP dei 

pazienti (Pz) allotrapiantati e dei donatori sani e dalle unità di SCO. Le cellule T regolatorie sono state coltivate 

per 6 giorni in presenza di cellule T effettrici autologhe CD4
+
CD25

-
, stimolate da DC allogeniche caricate con 

corpi apoptotici leucemici.  

 

 

 

 

                

 

Figura 8. Confronto della capacità soppressoria media delle cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 espanse isolate 

dal SVP di pazienti (Pz) allotrapiantati in assenza o presenza di segni clinici di GvHD. 
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3.3 Produzione di citochine immunosoppressorie da parte delle cellule T regolatorie 

CD4
+
CD25

+
 espanse 

 

Tra i fattori solubili coinvolti nel controllo dei meccanismi di tolleranza periferica, l‟IL-10 

svolge un ruolo determinante attraverso l‟induzione, nelle cellule T linfoidi, di una forma di 

anergia antigene-specifica. Tale funzione è resa possibile sia grazie ad un‟azione diretta sui 

linfociti T, che si traduce nella diminuzione della produzione di IL-2 e nella riduzione della 

proliferazione cellulare, sia grazie ad un‟azione indiretta, identificabile nella diminuzione di 

espressione delle molecole costimolatorie e nell‟inibizione della produzione di citochine 

proinfiammatorie da parte delle APC professionali. La produzione e secrezione di IL-10 

sembra rappresentare uno dei meccanismi effettori contatto-indipendenti mediante i quali le 

cellule Treg esplicano la loro funzione soppressoria. Allo scopo di verificare tale possibilità, il 

rilascio di IL-10 da parte delle cellule Treg CD4
+
CD25

+
 isolate, è stato quantizzato in vitro, 

mediante un saggio ELISA, nei surnatanti raccolti al termine dei 6 giorni di coltura in 

presenza di anticorpi anti-CD3, anti-CD28 e IL-2. 

E‟ stato possibile osservare una produzione quantitativamente simile di IL-10 da parte delle 

cellule Treg CD4
+
CD25

+
 espanse isolate da tutte le fonti in esame. In particolare, sono stati 

misurati livelli medi di IL-10 secreta pari a 471.5pg/ml ± 99.7pg/ml nel caso del SVP dei 

pazienti allotrapiantati, a 382.0pg/ml ± 60.8pg/ml nel caso del SVP dei donatori sani e a 

326.5pg/ml ± 72.5pg/ml nel caso delle unità di SCO [Figura 9]. Anche relativamente alla 

produzione di IL-10 è stata riscontrata una differenza nelle cellule Treg CD4
+
CD25

+
 isolate 

dal SVP dei pazienti allotrapiantati, in relazione alla presenza o meno di GvHD nei suddetti 

pazienti al momento dello studio. Nei surnatanti delle colture di cellule Treg CD4
+
CD25

+
 

ottenute dai pazienti senza segni di GvHD (n=3), il dosaggio di IL-10 è infatti risultato 

lievemente maggiore rispetto alle colture di cellule Treg CD4
+
CD25

+
 ottenute dai pazienti con 

segni di GvHD (n=3: 1 paziente con GvHD acuta; 1 con GvHD cronica ed 1 con entrambe le 

forme) (pazienti senza GvHD vs pazienti con GvHD: 563.0pg/ml ± 102.1pg/ml vs 380.0pg/ml 

± 76.0pg/ml) [Figura 10]. 

Questi risultati confermano la normale funzionalità delle cellule Treg CD4
+
CD25

+
 isolate ed 

espanse ex-vivo, anche in termini di produzione di citochine immunomodulatorie, a supporto 

dell‟esistenza di meccanismi di soppressione contatto-indipendenti Treg-mediati. Inoltre, 

mentre la fonte di derivazione non influenza la capacità di secrezione dell‟IL-10, questa, come 

accade per la funzione soppressoria della risposta alloreattiva, risente invece degli effetti 

negativi che la GvHD esercita sulle componenti del compartimento immunitario. 
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Figura 9. Valutazione della produzione di citochine immunosoppressorie da parte delle cellule T regolatorie 

CD4
+
CD25

+
 espanse isolate dal SVP dei pazienti (Pz) allotrapiantati e dei donatori sani e dalle unità di SCO. Il 

rilascio di IL-10 è stato quantizzato in vitro, mediante un saggio ELISA, nei surnatanti raccolti al termine dei 6 

giorni di coltura. 

 

 

 

 

Figura 10. Confronto della produzione di citochine immunosoppressorie da parte delle cellule T regolatorie 

CD4
+
CD25

+
 espanse isolate dal SVP di pazienti (Pz) allotrapiantati in assenza o presenza di segni clinici di 

GvHD. 
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4. DISCUSSIONE  

 

Il TCSE allogenico rappresenta una terapia altamente efficace per la cura delle malattie onco-

ematologiche, principalmente grazie agli effetti benefici correlati all‟abilità dei componenti T 

linfoidi presenti nell‟inoculo, di riconoscere ed eradicare la quota cellulare neoplastica 

residua. Tuttavia, queste stesse componenti alloreattive contribuiscono all‟insorgenza della 

GvHD, che rappresenta attualmente una delle maggiori cause di morbilità e mortalità post-

trapianto. Di conseguenza, la riduzione dell‟incidenza e della severità della GvHD, senza 

perdita dell‟effetto GvL, costituisce una delle prerogative più importanti nella sfera 

trapiantologica, in quanto consentirebbe da un lato il miglioramento della prognosi del 

paziente, dall‟altro l‟aumento del numero di pazienti eleggibili al TCSE, come conseguenza di 

una riduzione dell‟importanza del grado di compatibilità HLA donatore/ricevente. La 

prevenzione e la terapia della GvHD è stata in passato limitata alla delezione e/o 

all‟inattivazione funzionale dei linfociti T alloreattivi mediante l‟impiego di farmaci 

immunosoppressivi [166]. Nonostante l‟individuazione di strategie immunosoppressive 

innovative, il loro impiego risulta comunque limitato dall‟incremento del rischio di recidiva 

tumorale, dall‟aumento di incidenza delle infezioni opportunistiche e dalla significativa 

tossicità correlata agli agenti in uso. Lo sfruttamento delle conoscenze relative ai meccanismi 

immunoregolatori intrinseci del sistema immune potrebbe evitare alcuni di questi 

inconvenienti. Le cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 rappresentano una delle sottopopolazioni 

T con un ruolo chiave nel mantenimento della tolleranza al self e nel controllo dell‟omeostasi 

del compartimento T linfoide periferico. E‟ stato recentemente documentato il loro 

coinvolgimento non solo nell‟induzione dell‟allotolleranza nel contesto di un trapianto solido, 

ma anche nella protezione dalla letalità della GvHD in diversi modelli murini di TCSE [167-

169]. Quando infuse in presenza di elevate concentrazioni di linfociti T effettori CD25
-
, le 

cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 non inducono di per se la GvHD ma ne impediscono la 

comparsa. In base alle combinazioni donatore/ricevente, il grado di protezione dalla GvHD 

può inoltre variare dalla riduzione della severità alla completa inibizione delle manifestazioni 

cliniche e della letalità GvHD-correlate. Allo stesso modo, la deplezione ex vivo delle cellule 

T regolatorie CD4
+
CD25

+
 dall‟inoculo comporta un‟accelerazione delle cinetiche di comparsa 

della GvHD post-TCSE, mentre la loro infusione ritardata fornisce il miglioramento della 

suddetta patologia infiammatoria, suggerendo un loro potenziale impiego non solo per la 

prevenzione ma anche per la terapia della GvHD, almeno nel caso in cui il decorso non sia 

esageratamente aggressivo. Inoltre, nello stesso modello sperimentale, l‟attività di protezione 
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dalla GvHD mediata dalle cellule T CD4
+
CD25

+
 non interferisce, almeno apparentemente, 

con l‟attecchimento delle CSE e la capacità dei linfociti T effettori CD8
+
 di riconoscere e 

aggredire le cellule tumorali, un dato indicativo della loro incapacità a mediare una completa 

paralisi del sistema immune, proprietà indispensabile per preservare la GvL [170]. In base a 

tali premesse, le cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
, grazie alla loro capacità di induzione del 

fenomeno dell‟allotolleranza, potrebbero rappresentare una promettente alternativa 

terapeutica di natura immunomodulatoria all‟uso di farmaci immunosoppressivi per il 

controllo della GvHD. La bassa percentuale, nell‟uomo, di
 
tali cellule all‟interno della 

popolazione di cellule mononucleate, ne ha in realtà inizialmente limitato l‟impiego nella 

modulazione della tolleranza post-trapianto, incentivando una serie di ricerche finalizzate al 

tentativo di superare i suddetti limiti quantitativi. In tale contesto si inserisce il nostro studio, 

volto da un lato ad indagare il ruolo delle cellule Treg nella patogenesi e nel controllo della 

GvHD post trapianto, dall‟altro ad identificare un protocollo sperimentale ottimale per 

l‟isolamento ed espansione in vitro di cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 funzionali, 

potenzialmente utilizzabili nel contesto di un TCSE allogenico per la modulazione della 

risposta alloreattiva. E‟ stata in primo luogo esaminata la possibilità di isolare cellule T 

CD4
+
CD25

+ 
mediante l‟impiego di una metodica di separazione magnetica basata sulla 

costitutiva espressione del CD25 sulla superficie delle cellule Treg, per l‟arricchimento 

cellulare. Il presupposto per l‟impiego di tale procedura è stato quello di sviluppare una 

strategia che assicurasse un efficiente e riproducibile sistema di isolamento delle cellule T 

CD4
+
CD25

+
 umane da prodotti di leucoaferesi o placentari, con il minimo numero di reagenti 

e passaggi di selezione. E‟ stato impiegato un protocollo finale contraddistinto da un primo 

ciclo di deplezione dei componenti CD4
-
, indispensabile per evitare la presenza di 

contaminanti nel prodotto finale, rappresentati principalmente dai linfociti B e T effettori, 

caratteristicamente CD25
+
 dopo attivazione antigenica, seguito da 2 cicli di selezione positiva 

per CD25. Attraverso i suddetti passaggi, è stato possibile isolare cellule T CD4
+
CD25

+ 

umane sia dal sangue periferico di pazienti allotrapiantati e donatori sani che dal sangue 

placentare. Il prodotto finale è risultato caratterizzato da una purezza assoluta in tutti i casi 

esaminati; inoltre, la ripetuta selezione positiva per CD25 ha consentito di isolare 

preferenzialmente quelle cellule ad intensità elevata piuttosto che intermedia del suddetto 

antigene, risultando nella completa eliminazione dei componenti CD25
-
. Questo è stato 

realizzato senza sottoporre i campioni ad un ulteriore lavaggio o step di incubazione in 

presenza di biglie magnetiche, importante per evitare sia il prolungamento della procedura che 

la perdita di cellule. Le percentuali di resa sono apparse, partendo da campioni 
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quantitativamente equivalenti per la procedura di isolamento, assolutamente paragonabili in 

relazione alla fonte di derivazione cellulare.  

Indipendentemente dalla tipologia di protocollo sperimentale, il problema principale correlato 

alle procedure di isolamento è in tal caso rappresentato dal numero esiguo di cellule T 

CD4
+
CD25

+
 isolabili, conseguenza della bassa percentuale di tali componenti a livello 

ematico. Nel nostro studio, sono state ottenute post-isolamento dalle 0.24x10
6
 alle 24x10

6
 

cellule T CD4
+
CD25

+
, una quantità del tutto insufficiente non solo per l‟analisi delle loro 

proprietà funzionali in vitro ma soprattutto per il loro potenziale impiego nel contesto di una 

terapia adottiva finalizzata al controllo della GvHD. Per questo motivo, il passo successivo è 

stato quello di identificare un protocollo utile per l‟espansione ex-vivo delle cellule isolate, 

tale da garantire quantità clinicamente rilevanti. Nel nostro sistema, è stato calcolato il più 

elevato tasso settimanale di espansione dopo esposizione delle cellule T CD4
+
CD25

+
 ad 

anticorpi anti-CD3 e anti-CD28 immobilizzati, in presenza di alte dosi di IL-2 (100U); al 

contrario, tali cellule sono apparse iporesponsive alla stimolazione in assenza di IL-2, o dei 

suddetti anticorpi da soli o in combinazione, mostrando invece una normale risposta alla 

stimolazione mediata da stimoli TCR-indipendenti, come la PHA. Questi risultati concordano 

non solo con quanto noto in letteratura relativamente alle caratteristiche di anergia della 

popolazione delle cellule Treg in vitro, ma anche con i dati riportati da studi precedenti o 

paralleli [171-172] che dimostrano la mancata responsività di tali cellule ai segnali mediati dal 

TCR, indipendentemente dalla presenza di costimolazione, e la forte dipendenza nei confronti 

dell‟IL-2 per la loro crescita e sopravvivenza. La possibilità, infatti, di superare la condizione 

di iporesponsività attraverso l‟aggiunta di alte dosi di IL-2, evidenzia come tale citochina sia 

necessaria a rompere lo stato anergico della popolazione T regolatoria dovuto probabilmente a 

un difetto nel segnale del TCR, conseguenza di una diminuzione nella mobilizzazione del 

calcio, uno ione indispensabile per l‟attivazione dei fattori di trascrizione che inducono la 

risposta cellulare [173]. Le cellule T CD4
+
CD25

+ 
isolate dal sangue placentare hanno 

manifestato, nel nostro sistema sperimentale, la più elevata responsività alla stimolazione in 

vitro. Questo dato, giustificato dall‟elevato grado di immaturità delle cellule di cordone 

ombelicale, che le rende capaci di rispondere più rapidamente a fattori di natura proliferativa, 

diventa rilevante nella scelta della fonte di cellule Treg da impiegare per lo sviluppo di una 

terapia immunomodulatoria [174]. La maggiore responsività alla stimolazione garantisce, 

infatti, la possibilità di ottenere un numero quantitativamente più elevato di cellule nel minor 

tempo possibile, estendendo l‟impiego dei componenti di origine placentare, dopo opportuna 
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manipolazione ex-vivo, anche a pazienti adulti, senza i limiti correlati alla quantità di cellule 

da infondere per kilogrammo di peso corporeo.  

Una volta espanse, le cellule T CD4
+
CD25

+
 policlonali ottenute sono state caratterizzate 

fenotipicamente e funzionalmente allo scopo di validare la loro natura regolatoria. L‟analisi 

immunofenotipica ha confermato la presenza, sia a livello superficiale che 

intracitoplasmatico, di una serie di marcatori caratteristicamente associati al sottotipo T 

linfoide delle cellule Treg naturali (nTreg), senza differenze in rapporto alla fonte di 

derivazione. Le cellule T regolatorie espanse in vitro sono inoltre risultate assolutamente 

paragonabili da un punto di vista fenotipico a quelle appena isolate, evidenziando la mancata 

influenza degli agenti stimolanti e della coltura ex-vivo, nella modulazione dell‟espressione 

dei marcatori peculiari di questa popolazione. Sono, infatti, apparse uniformemente 

caratterizzate dall‟espressione di elevati livelli di CD4, CD25, FOXP-3, CTLA-4 e CD62L, 

un dato indicativo non solo della loro potenziale attività regolatoria ma anche della mancata 

espansione nel nostro sistema sperimentale di contaminanti T linfoidi di natura effettrice. 

Diverse evidenze sperimentali hanno dimostrato l‟importanza di FOXP-3 e del CTLA-4 nella 

regolazione dell‟attività delle cellule nTreg. In particolare, il ruolo di FOXP-3 risulta evidente 

dall‟esame delle conseguenze della presenza di mutazioni a carico del suo gene codificante in 

soggetti affetti dalla sindrome IPEX, caratterizzata dallo sviluppo di fenomeni autoimmuni e 

infiammatori cronici, causati appunto dalla mancanza di cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
. 

Allo stesso modo, è stato dimostrato in vivo che l‟induzione del blocco del CTLA-4 esacerba 

la risposta immunologica, attraverso l‟inibizione della soppressione mediata dalle nTreg, 

indispensabile per il normale ripristino dell‟omeostasi. Tuttavia, in aggiunta alle molecole 

direttamente coinvolte nella mediazione delle funzioni delle nTreg, è risultata di grande 

interesse l‟elevata positività per il CD62L osservata nella popolazione espansa. Il CD62L è 

una selectina indispensabile alla migrazione dei linfociti verso gli organi linfoidi secondari e i 

siti infiammatori, di conseguenza la sua presenza sulla superficie delle cellule T regolatorie 

espanse potrebbe garantirne la co-localizzazione con i componenti autoreattivi o alloreattivi in 

corso di GvHD. A tal proposito, è stata recentemente osservata, in un modello murino di 

allotrapianto, una correlazione tra l‟elevata espressione del CD62L sulla superficie delle 

cellule T regolatorie, e una maggiore capacità di interferenza nei confronti dell‟attivazione ed 

espansione degli effettori T cellulari coinvolti nel fenomeno della GvHD acuta [175]. Una 

spiegazione plausibile di tale fenomeno è rappresentata dalla necessità che il “priming” dei 

linfociti T convenzionali così come la loro inibizione avvenga in un sito che richiede 

l‟interazione tra il CD62L e i suoi ligandi endoteliali. Le cellule nTreg CD62L
+
 sarebbero 
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quindi in grado di spostarsi più efficientemente a livello degli organi linfoidi secondari, 

giungendo in prossimità dei linfociti alloreattivi e inibendone l‟espansione in misura 

maggiore rispetto alla controparte CD62L
-
, dotata solo in vitro, dove il fenomeno dell‟homing 

non è riproducibile, delle stesse capacità regolatorie della sottopopolazione CD62L
+
. La 

presenza di elevati livelli dei marcatori esaminati ci permette quindi di affermare non solo che 

le cellule T CD4
+
CD25

+
 espanse nel nostro sistema sperimentale presentano un fenotipo ad 

attività regolatoria, ma soprattutto che la loro espressione potrebbe associarsi a un‟inibizione 

ottimizzata degli effetti della GvHD.  

A questo punto, è stata esaminata la capacità delle cellule T CD4
+
CD25

+
 espanse di inibire la 

risposta dei linfociti effettori autologhi stimolati da DC caricate con alloantigeni, generate in 

vitro, prima della co-coltura, da monociti in presenza di GM-CSF e IL-4. I risultati degli 

esperimenti di soppressione hanno rivelato una normale funzionalità, identificabile nell‟abilità 

di inibizione della proliferazione dei linfociti T autologhi alloreattivi, delle cellule T 

CD4
+
CD25

+
 derivate da tutte le fonti in esame. Sono stati calcolati valori medi di inibizione 

del tasso proliferativo dalle 7 alle 12 volte, con valori massimi superiori alle 20 volte, 

traducibili in un‟inibizione media superiore all‟85% in tutti i casi esaminati. Questi dati, 

suffragati da una vasta serie di studi paralleli, implicano in primo luogo che la coltura e la 

stimolazione delle cellule nTreg in vitro non alterano il potenziale immunomodulatorio di tale 

popolazione, preservandone piuttosto l‟attività, e che la soppressione può verificarsi 

attraverso una modalità, probabilmente non esclusiva, contatto-dipendente [176-178]. Un dato 

interessante è inoltre rappresentato dalla dimostrazione che le cellule nTreg presenti nel 

sangue placentare possono diventare, a dispetto della loro immaturità immunologica, dopo 

isolamento e opportuna stimolazione in vitro, una potente popolazione ad attività 

soppressoria. Tale caratteristica è in accordo con quanto osservato nel lavoro di Wayne R et 

al., dove il sangue placentare si dimostra essere una fonte di cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 

non solo più facilmente isolabili rispetto al sangue venoso periferico ma anche in grado di 

manifestare una soppressione della risposta alloreattiva nel corso di una reazione linfocitaria 

mista, superiore al 95% [179]. 

Diversi aspetti nel modello di soppressione impiegato nel nostro studio, appaiono utili a 

offrire alcune riflessioni sulla funzione delle cellule nTreg in vivo. La regolazione negativa 

dell‟attività dei linfociti T effettori sembra richiedere, infatti, che la popolazione T regolatoria 

mediatrice sia esposta e presumibilmente attivata attraverso il TCR e, in particolare, secondo 

una modalità antigene specifica. Questo dato è confermato dall‟impossibilità di osservare un 

effetto soppressorio quando le cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 sono coltivate in presenza 
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dei target attivati ma in assenza delle APC, nonostante la precedente stimolazione, ai fini 

dell‟espansione, con anticorpi anti-CD3 e anti-CD28. Al contrario, la risposta della stessa co-

coltura alla stimolazione effettuata mediante PHA, risulta efficacemente soppressa. Sebbene 

nel nostro sistema non sia stato possibile identificare la specificità delle cellule T regolatorie 

CD4
+
CD25

+
, a causa dell‟impossibilità di separare le richieste per l‟attivazione della 

popolazione T effettrice e quella T regolatoria, i dati sono consistenti con un modello secondo 

il quale le due popolazioni competono sulla superficie delle APC per l‟antigene e i segnali 

costimolatori. Quest‟osservazione è stata anche confermata dal lavoro di Lombardi G et al. 

[180] in cui la competizione sulla superficie delle APC rappresenta un meccanismo mediante 

il quale i cloni T anergici antigene-specifici inibiscono l‟espansione dei cloni T normali. 

L‟importanza delle DC nel controllo dell‟attività soppressoria delle cellule nTreg è stata 

anche recentemente dimostrata grazie all‟osservazione che il blocco delle molecole 

costimolatorie presenti sulla loro superficie riduce il loro numero e favorisce lo sviluppo di 

reazioni autoimmuni in topi diabetici non obesi [181]. Le DC sono inoltre in grado di 

produrre IL-2, un fattore indispensabile per la sopravvivenza ed espansione delle cellule 

nTreg. 

Un dato rilevante osservato nel nostro sistema sperimentale è emerso dalla possibilità di 

correlare la capacità funzionale delle cellule T CD4
+
CD25

+
 isolate dai pazienti allotrapiantati, 

alla presenza di GvHD al momento del loro isolamento. Le cellule T regolatorie derivate da 

pazienti con segni di GvHD hanno, infatti, manifestato, in vitro, una scarsa efficienza nella 

soppressione della proliferazione dei linfociti T convenzionali alloreattivi. Tale risultato 

potrebbe essere giustificato da due differenti osservazioni. La scarsa funzionalità di 

immunomodulazione negativa della risposta immune mediata dalle cellule nTreg prodotte nel 

ricevente di un allotrapianto in seguito all‟infusione delle CSE, dovuta a un‟inefficiente 

ricostituzione ematologica e immunologica post-trapianto o a un difettivo priming in vivo 

delle nTreg, potrebbe essere una concausa dei fenomeni associati alla GvHD rilevati nei 

pazienti studiati. Quindi, quanto osservato in vitro non sarebbe altro che una conseguenza dei 

difetti intrinseci della popolazione T regolatoria presente in vivo. In alternativa, l‟esacerbarsi 

della GvHD nel decorso post-TCSE potrebbe aver indotto un‟alterazione o un‟inibizione 

irreversibile dei meccanismi di soppressione delle cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 in origine 

perfettamente funzionali; in tal caso, il difetto funzionale registrato in vitro sarebbe il risultato 

degli effetti che la GvHD esercita in vivo sulle componenti del sistema immunitario. 

Naturalmente non è da escludere il verificarsi di una combinazione delle due situazioni 

sopradescritte. In ambo i casi, il paziente potrebbe trarre beneficio dall‟infusione di cellule T 



220 

 

regolatorie isolate dal donatore delle CSE e manipolate ex-vivo prima dell‟inoculo; 

quest‟ultimo passaggio garantirebbe, infatti, il trasferimento adottivo di una popolazione 

funzionale potenzialmente in grado di sopperire non solo al deficit di attività ma anche al 

numero limitato di precursori antigene-specifici dei componenti T regolatori presenti in vivo, 

ipotizzando che l‟espansione policlonale ex-vivo delle cellule nTreg aumenti anche la 

frequenza dei componenti alloreattivi. A tal proposito, un recente studio murino ha dimostrato 

l‟efficacia delle cellule T CD4
+
CD25

+
 espanse policlonalmente ex-vivo, di sopprimere la 

GvHD e favorire la sopravvivenza in un contesto completamente allogenico [144]. 

Per verificare la potenziale esistenza di meccanismi di soppressione contatto-indipendenti 

mediati dalle cellule nTreg, è stata valutata, nell‟ultima fase del nostro studio, la capacità delle 

cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 isolate ed espanse ex-vivo, di produrre e secernere citochine 

immunomodulatorie. La scelta è stata incentrata sull‟IL-10, come conseguenza del suo 

coinvolgimento nei meccanismi di protezione dalla letalità della GvHD. Attraverso il nostro 

sistema sperimentale è stato possibile confermare, indipendentemente dalla fonte di 

derivazione, la normale funzionalità delle cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 isolate ed espanse 

ex-vivo, anche in termini di produzione di IL-10. Inoltre, come osservato in precedenza 

relativamente alla funzione soppressoria della risposta alloreattiva, anche la secrezione di IL-

10, è apparsa inversamente correlata alla presenza di GvHD nei pazienti sottoposti a TCSE 

allogenico. L‟importanza di quest‟ultimo dato, emerge non solo da un recente studio 

preclinico nel quale i livelli ematici di IL-10 in pazienti sottoposti ad allotrapianto, sono 

risultati correlati allo sviluppo della GvHD acuta, ma anche dalla recente dimostrazione 

dell‟influenza, sul decorso della GvHD, della presenza di polimorfismi a singolo nucleotide 

(SNP) a carico dei geni codificanti citochine infiammatorie tra cui l‟IL-10, l‟IL-6 e il TNF-α 

[182-183]. Dal momento che il rilascio di IL-10 influenza e al tempo stesso è influenzato 

dalla risposta alloreattiva, il trasferimento adottivo di una popolazione di cellule T regolatorie 

manipolate ex-vivo e funzionali nella produzione di IL-10, potrebbe quindi favorire una 

protezione contatto-indipendente nei confronti della GvHD.  

In conclusione, l‟abilità di espandere cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 in vitro presenta 

molteplici implicazioni. In primo luogo, la popolazione espansa rappresenta una fonte 

cellulare numericamente ampia e manipolabile, potenzialmente indagabile molecolarmente, 

biochimicamente e funzionalmente. In tal senso, la possibilità di identificare nuovi marcatori 

o meccanismi di soppressione, potrebbe ad esempio migliorare la nostra comprensione delle 

basi dell‟immunoregolazione, sia in vitro che in vivo, garantendo un utilizzo razionale delle 

potenzialità di tali cellule. In secondo luogo, le cellule T regolatorie CD4
+
CD25

+
 espanse 
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potrebbero attualmente essere considerate un approccio terapeutico realizzabile per una 

varietà di indicazioni cliniche, come l‟immunoterapia adottiva per il controllo della severità 

della GvHD nel contesto dell‟allotrapianto. In particolare, la possibilità di utilizzare il sangue 

placentare come fonte di una popolazione espandibile e funzionale di nTreg, data la pronta 

disponibilità alla richiesta, offrirebbe numerosi vantaggi per lo sviluppo di una terapia di 

soppressione del riconoscimento allogenico, suggerendo una possibile applicazione 

indipendentemente dai limiti imposti dalla scarsa percentuale dei suddetti componenti post-

isolamento.  

La scoperta di nuovi agenti in grado di prevenire o modulare le risposte allo- e auto-reattive è 

considerata un passaggio obbligato per lo sviluppo di nuovi protocolli tollerogenici. Di 

conseguenza, un progetto immunoterapico basato sull‟utilizzo delle cellule nTreg espanse ex-

vivo in condizioni di Good Manufacturing Practice (GMP), potrebbe tradursi in un rilevante 

beneficio clinico, riducendo il fabbisogno della terapia convenzionale immunosoppressiva nel 

TCSE allogenico. 
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