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Presentazione

Il progetto del Collegio Ghislieri “Progressi in Biologia e Medicina” ha l'o-
biettivo fondamentale di favorire l’incontro fra la ricerca scientifica di base e l’ap-
plicazione pratica in clinica. L’argomento del 2° corso di formazione avanzata
"Diagnosi e terapia molecolare delle neoplasie ematologiche" è senz’altro con-
forme a questo obiettivo,

Nell’organizzazione di questo corso si è ritenuto importante fornire innanzi-
tutto ai partecipanti essenziali e precise informazioni di ordine biologico. Durante
la prima giornata verranno quindi esposti e discussi alcuni importanti aspetti di
biologia cellulare: la struttura cromatinica ed il genoma umano, i meccanismi di
trasduzione del segnale, le componenti del microambiente midollare, i processi
che regolano l’apoptosi, il ruolo svolto dal sistema telomero-telomerasi, le nuove
tecniche per l’esplorazione del genoma. 

La trattazione degli argomenti riguardanti le singole neoplasie ematologiche
verrà poi svolta nelle giornate successive, in sessioni distinte dedicate alle leuce-
mie acute, leucemie croniche, linfomi maligni, mieloma multiplo. Il razionale che
si è voluto seguire nell’impostazione di tale trattazione è quello di ripercorrere le
tappe successive della ricerca biologica e clinica che hanno condotto, per ciascu-
na malattia, alle attuali acquisizioni di medicina molecolare. Per sottolineare il
valore storico di tale percorso sono state programmate, nel tardo pomeriggio dei
primi quattro giorni del corso, quattro letture magistrali (aperte anche a colleghi
e studenti) tenute da illustri docenti che sono stati attori del progredire delle cono-
scenze nelle singole malattie prese in esame: Franco Mandelli per la leucemia
acuta mieloide, Dieter Hoeltzer per la leucemia acuta linfatica, Robert Kyle per il
mieloma multiplo, Sante Tura per la leucemia mieloide cronica. 

A questi amici e a tutti i relatori del corso vanno i più vivi ringraziamenti del
Collegio Ghislieri e miei personali.

Carlo Bernasconi
Pavia, 24 gennaio 2005
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Meccanismi di trasduzione
del segnale

Lo sviluppo di tutti gli organismi richiede la perfetta esecuzione di programmi
complessi nei quali diversi geni sono attivati o repressi in specifici tipi cellulari e
con una precisa sequenza temporale. 
È intuitivo come questo processo debba essere regolato in modo molto preciso da
un complesso network di segnali finemente regolati. Tuttavia, nonostante le
accresciute conoscenze nel campo della biologia cellulare, il meccanismo coin-
volto nel coordinamento dei diversi pathways non è completamente chiaro se non
addirittura in alcuni casi completamente oscuro.
Le diverse modulazioni dell’espressione genica sono generate da segnali extra-
cellulari che agiscono su specifici recettori di membrana. Molti di questi modu-
latori sono molecole solubili che agiscono in modo paracrino. Tuttavia alcune
proteine coinvolte nella traduzione del segnale sono situata esse stesse alla super-
ficie cellulare e interagiscono con recettori di superficie delle cellule adiacenti
attivando segnali intracellulari. Anche le cellule che hanno ormai raggiunto lo sta-
dio maturativo terminale cambiano costantemente il loro pattern di espressione
genica poiché ricevono costantemente stimoli extracellulari che inducono l’atti-
vazione di specifici fattori trascrizionali che a loro volta stimolano o reprimono
specifici geni target. 
Esistono evidenze sempre più consistenti del ruolo chiave delle proteine tirosino-
chinasi nell’alterazione dei processi di proliferazione e differenziazione che
caratterizzano diverse neoplasie ematologiche tra cui le leucemie acute e croni-
che. Le tirosino-chinasi, insieme ai recettori delle citochine rapresentano le due
importanti classi di recettori si membrana. I recettori delle citochine, che posseg-
gono un domain citosolico associato a un membro della famiglia delle tirosino-
chinasi citosoliche ovvero le chinasi JAK e i recettori tirosino-chinasici (RTKs)
che posseggono attività tirosino chinasica nel domain citosolico posseggono un
meccanismo di attivazione molto simile. In entrambi i casi il legame con il ligan-
do favorisce la dimerizzazione del recettore, nella maggior parte dei casi presen-
te in forma monometrica, che in questa forma attiva innesca un processo di auto-
fosforilazione. Infatti nella forma monometrica inattiva l’attività TK del recetto-
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re è molto bassa. Al contrario, nella forma dimerica la chinasi di una subunità è
in grado di fosforilare uno o più residui vicino al domain catalico dell’altra sub-
unità. La fosforilazione induce un cambio conformazionale che facilita il legame
dell’ATP in alcuni recettori quali il recettore dell’insulina oppure o il legame di
proteine substrato in recettori quali FGF receptor.
Tutto questo induce la fosforilazione di una seconda tirosino-chinasi. Il processo
di fosforilazione della tirosina nell’activation loop è un meccanismo comune
attraverso il quale vengono attivate la maggior parte delle TK. 
Molte proteine TK interagiscono con proteine adattatrici, ovvero delle piccole
proteine che contengono dei domains SH2, PTB o SH3 ma che non posseggono
intrinseca attività chinasica. Queste proteine inducono il cross-talk tra le TKs e
altre proteine responsabili dell’attivazione di pathways che sfociano ad esempio
nell’attivazione di Ras. 
Ras è una sorta di proteina interruttore che lega il GTP. Per essere attiva deve
legare il GTP, al contrario nella forma legata al GDP è inattiva. Le proteine Ras
assumono un ruolo centrale in campo oncologico poiché è noto che la presenza
di mutazioni di Ras si associa allo sviluppo di neoplasie. Infatti le forme mutate
non sembrano essere in grado di idrolizzare il GTP e rimangono pertanto costan-
temente attivate.
In seguito all’attivazione delle RTK si forma sulla superficie citosolica della
membrana plasmatici un complesso contenente il recettore attivato, e le moleco-
le adattatrici GRB2 e Sos. Questo legame porta alla localizzazione di Sos dal cito-
sol alla membrana vicino al suo substrato Ras-GDP. Il legame tra Sos e Ras-GDP
porta all’attivazione di Ras. e al conseguente innesco di una cascata mediata dalla
MAP chinasi attraverso l’attivazione di Raf, MEK, La chinasi MAP, una volta
entrata nel nucleo è in grado di fosforilare molte proteine tra cui fattori trascri-
zionali che regolano l’espressione di geni coinvolti nei processi di differenziazio-
ne cellulare, crescita proliferazione e apoptosi.
Lo stimolo con alcuni fattori di crescita quali EGF o PDGF a cellule quiescenti
in fase Go del ciclo cellulare provoca un rapido aumento dell’espressione di oltre
100 geni, i cosiddetti geni della risposta precoce. Tra questi i geni che codificano
per i fattori trascrizionali c-jun e c-fos che inducono l’espressione di proteine
necessarie alla progressione attraverso le diverse fasi del ciclo cellulare. Oltre alla
chinasi MAP appartengono alla superfamiglia delle MAP chinasi anche JNKs e
P38 che, come MAP sono serino-treonono chinasi attivate da RTKs nel citosol in
risposta a stimoli extracellulari e in grado di traslocare nel nucleo ad attivare la
trascrizione genica. 
Oltre al segnale innescato dalla fosforilazione delle RTK, che sicuramente gioca
un ruolo di primo piano nell’indurre la trascrizione genica, la cellula possiede
altri meccanismi di regolazione della dell’attività trascrizionale in risposta a
diversi segnali extracellulari. Tra questi il meccanismo di attivazione di NF-kB è
sicuramente tra i più rilevanti. 
NF-kB è un fattore trascrizionale nucleare che viene rapidamente attivato in
risposta a infezioni, infiammazioni tramite il segnale indotto da citochine infiam-
matorie come TNFa e IL1, e in risposta a numerosi situazioni di stress come le
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radiazioni ionizzanti. Nella situazione basale NF-kB è sequestrato nel citosol
complessato alla chinasi IKB che ne maschera per legame diretto il segnale di
localizzazione nucleare (NLS). Il complesso IKB è un punto di convergenza di
tutti i segnali extracellulari che attivano NF-kB. L’aativazione di IKB in seguito
ai diversi stimili porta alla fosforilazione di IKB stesso nei residui di serina 32 e
36 per opera della chinasi IKK rendendola pertanto accessibile alle ubiquitino-
ligasi, che legando le fosfoserine sono in grado di indurre la degradazione opera-
ta dal proteasoma di IKB stesso. La degradazione di IKB smaschera le sequenze
di localizzazione nucleare di NF-kB che è così libero di entrare nel nucleo e di
iniziare il processo di trascrizione genica. NF-kB stimola la trascrizione di oltre
150 geni che codificano per citochine, chemochine e per proteine coinvolte nella
regolazione della proliferazione e apoptosi. Recentemente diversi studi hanno
dimostrato un’incrementata attività di NF-kB nei blasti di leucemia acuta.
Pertanto il pathway di NF-kB rappresenta un ottimo target per composti selettivi
in grado di inibire a diversi livelli l’attività sregolata. In particolare sono già in
fase di applicazione clinica gli inibitori del proteasoma. 
Le numerose conoscenze dei difetti a livello di proteine coinvolte nella trasdu-
zione del segnale che sono alla base di numerose neoplasie ematologiche offrono
la possibilità di realizzare un approccio terapeutico alternativo in grado di bloc-
care in modo selettivo il difetto molecolare o il pathway anomalo sregolato. In
alcune neoplasie di origine epiteliale con coinvolgimento del recettore per EGF,
l’inibitore selettivo di questa chinasi offre attualmente nuove opportunità tera-
peutiche. Allo stesso modo sono in sperimentazione gli inibitori di Ras che può
essere bloccato mediante degli inibitori dell’enzima farnesil trasnferasi.
Sicuramente l’esempio di terapia molecolare più riuscita è rappresentata
dall’Imatinib in grado di bloccare non solo l’attività TK di BCR-ABL nella leu-
cemia mieloide cronica ma anche PDGFR α e β e c-Kit.
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Lo stroma midollare, citochine, interazioni
cellulari, angiogenesi

L'applicazione delle tecniche di coltura in vitro e di caratterizzazione fenotipica
dei progenitori cellulari a livello di vari tessuti ha portato alla identificazione nel
midollo osseo umano di almeno due popolazioni distinte di cellule staminali,
quelle emopoietiche in grado di differenziarsi lungo varie filiere e di dare origine
ai principali elementi maturi del sangue periferico e quelle, meno ben definite, di
origine mesenchimale, considerate i progenitori di elementi facenti parte di tes-
suti non ematopoietici (Fig. 1).
Queste ultime cellule, identificate in colture a lungo termine, e di fatto caratteriz-
zate dalla capacità di aderire alle superfici di plastica ("Plastic adherent cells")
sono considerate equivalenti alle CFU-F ("Colony forming unit-fibroblasf'), come
suggerito dai lavori pioneristici di Friedenstein (1968) e dotate della capacità di
formare tessuto connettivo in tutto l'organismo, in particolare cellule fibroblasti-
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Fig. 1 - Coesistenza nel midollo osseo di due popolazioni distinte di cellule staminali (emopoietiche e
mesenchimali), in grado, rispettivamente, di dare origine alle diverse filiere di cellule del sangue e a cel-
lule mesenchimali mature, incluse le cellule dello stroma. L'origine delle cellule endoteliali è discussa a
seconda della sede di riferimento (emangioblasto nell'embrione, angioblasto nel midollo adulto).



che, osteoblastiche, condrociti, cellule muscolari lisce e cellule propriamente dello
stroma con finalità di supporto delle cellule ematopoietiche in senso stretto.
Sotto questo profilo le cellule stromali, che appaiono caratterizzate dalla espres-
sione dell'antigene STRO-1, sono di derivazione mesenchimale e partecipano con
altri elementi alla costituzione dello stroma midollare vero e proprio (Fig. 2).
A buon diritto rientrano nello stroma varie cellule comprendenti elementi di deri-
vazione mesenchimale matura (fibroblasti, osteociti, condrociti, adipociti) ma
anche macrofagi (che peraltro originano dal gruppo delle cellule emopoietiche)
ed endoteli. Sulle modalità di origine di queste ultime cellule sono note alcune
controversie che vorrebbero una derivazione comune dall'emoangioblasto nella
fase embrionale (cioè da un progenitore a duplice valenza mesenchimale ed emo-
poietica) e dall'angioblasto (quindi da un elemento già indipendente dal filone
ematopoietico) nella fase adulta del midollo.
Peraltro il fatto che il sistema delle cellule stromali possa essere considerato da
un punto di vista funzionale del tutto simile a quello delle cellule ematopoietiche,
lascia intendere che alla base dei due sistemi esistano dei meccanismi di auto-
mantenimento e di regolazione della loro differenziazione. In effetti, mentre le
cellule ematopoietiche sono fenotipicamente stabili e sono sottoposte ad un con-
tinuo rinnovamento, le cellule mesenchimali (stromali) sono attivabili soltanto in
certe fasi e sono dotate di grande flessibilità fenotipica in rapporto alle esigenze
funzionali dei tessuti connettivi (Bianco e Robey, 2000).
Esiste una serie ben definita di rapporti fra cellule ematopoietiche e cellule
mesenchimali che sono documentabili dalla espressione di vari epitopi alla super-
ficie della cellule delle due filiere e di vari recettori e ligandi che contribuiscono 
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Fig. 2 - Composizione dello stroma midollare costituito da un compartimento cellulare e da una matrice
extracellulare. I1 compartimento cellulare è rappresentato da elementi mesenchimali maturi, da endoteli
e, per convenzione, da cellule macrofagiche (peraltro di derivazione dalle cellule staminali del sistema
emopoietico).



alla loro interazione (Fig. 3). La attivazione reciproca di questi elementi porte-
rebbe altresì alla elaborazione di citochine e di molecole di adesione che favori-
rebbero anche l'elaborazione della matrice extracellulare.
Per quanto attiene alla formazione delle cellule endoteliali due differenti percor-
si sembrano caratterizzare la loro genesi dall'angioblasto adulto e,rispettivamen-
te, embrionale. Quest'ultimo, nella fase embrionale sembra derivare da un pre-
cursore comune alle cellule staminali ematopoietiche identificato come emangio-
blasto, mentre nell'adulto l’angioblasto appare derivare da cellule primordiali
(MAPC) in grado di dare luogo anche a cellule mesenchimali, ma non a cellule
ematopoietiche (Moore, 2002), (Fig. 4).
La possibilità che cellule mesenchimali oltre che nel midollo osseo, possano esse-
re ritrovate in circolo è stata indagata a più riprese con risultati contrastanti.
Lazarus et al. (1997) hanno ottenuto risultati negativi per quanto riguarda la
documentazione di cellule mesenchimali nel sangue periferico in condizioni nor-
mali, mentre Zvaifler et al. (2000) hanno potuto dimostrare la crescita di cellule
fibroblastoidi in colture da sangue di soggetti sani senza aggiunta di fattori di cre-
scita. Queste cellule erano contrassegnate da marcatoti delle cellule mesenchi-
mali quali collagene di tipo l, vimentina, endoglina (CD 105).
Una serie di ricerche interessanti ha riguardato la possibilità di ritrovare cellule
mesenchimali nel midollo osseo di soggetti sottoposti a trapianto allogenico.
Nella maggior parte delle ricerche effettuate le cellule mesenchimali ritrovate
appartenevano al soggetto ricevente. Queste osservazioni possono trovare spiega-
zione nella incapacità dei regimi di condizionamento di ottenete una ablazione
completa dello stroma del ricevente, o anche nella impossibilità delle cellule stro-
mali stesse ad inserirsi a livello midollare in virtù del loro scarso numero negli
espianti da infondere (2-5 cellule di derivazione mesenchimale per 1 x 106 cellue
mononucleate). È stato ipotizzato a questo riguardo anche un rigetto delle cellu-
le mesenchimali infuse ad opera del sistema immunitario dell'ospite. Infine, a dif-
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Fig. 3 - Molecole di adesione e strutture della matrice extracellulare elaborate nella interazione fra cellu-
le di derivazione mesenchimale dello stroma e cellule staminali emopoietiche.



ferenza delle cellule staminali emopoietiche, non esiste documentazione che le
cellule di derivazione mesenchimale vadano ad insediarsi in nicchie privilegiate
del midollo osseo, mentre è possibile, in modelli sperimentali animali, ritrovare
queste cellule in numerosi organi quali polmoni, fegato, reni cervello, cartilagini,
muscoli, cute.
Il fatto che alcuni elementi mesenchimali possano differenziarsi verso elementi
che non fanno parte del microambiente midollare (miociti, cellule epatiche) lascia
aperto il problema della persistenza a livello midollare di cellule staminali pluri-
potenti, verosimilmente connesse con residui embrionali (Koc e Lazarus, 2000).
Questo aspetto È stato affrontato negli anni più recenti da Reyes e Verfaillie
(2001) che hanno identificato nel midollo adulto (postnatale) di esseri umani e di
roditori la presenza di una cellula, unica nel suo genere, designata come MAPC
("multipotent adult progenitor cell") capace di dare luogo a cellule mesenchima-
li, e, separatamente, a cellule endoteliali, ma non a cellule ematopoietiche (Jiang
et al. 2002, Moore, 2002) (Fig. 5).
La funzione delle cellule mesenchimali rimane ancora in larga misura da defini-
re (Roberts, 2004); tuttavia queste cellule giocano un ruolo fondamentale nell'in-
sediamento e nel mantenimento della funzione delle cellule staminali emopoieti-
che. Le cellule mesenchimali producono non solo numerosi fattori di crescita
emopoietici e numerose citochine, ma anche molecole della matrice extracellula-
re, quali fibronectina, vimentina, laminina., essenziali nella interazione fra cellu-
le. Il co-trapianto di cellule mesenchimali adulte ha, in effetti, dimostrato di favo-
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Fig. 4 - Schema illustrante la potenziale diversa derivazione delle cellule endoteliali nell'embrione e nel
midollo adulto. L'emangioblasto sembra in grado di dare luogo a cellule endoteliali e, nello stesso tempo,
a cellule del sistema ematopoietico; nel midollo adulto gli endoteli deriverebbero da progenitore (angio-
blasto) , (a sua volta originato da cellule progenitrici multipotenti - MAPC), non dotato della capacità di
produrre cellule del parechima ematopoietico.



rire l'attecchimento di cellule staminali emopoietiche in alcuni modelli animali.
In altri studi, sempre in modelli animali contrassegnati da danneggiamenti cere-
brali, infarto miocardico, distrofia muscolare, fratture ossee, le cellule mesenchi-
mali, iniettate localmente, si sono dimostrate in grado di migrare nelle sedi di
lesione e di differenziarsi in cellule contrassegnate da un appropriato fenotipo
d'organo, talora in grado di migliorare la funzione del tessuto danneggiato. In
campo umano le applicazioni sono ancora limitate: Koc et al. (2000) hanno
mostrato che la co-infusione di cellule mesenchimali autologhe espanse in coltu-
ra è in grado di migliorare l'attecchimento di cellule emopoietiche in pazienti
affette da neoplasie mammarie, mentre Horwitz et al. (2002) hanno mostrato che
cellule mesenchimali possono contribuire al rimodellamento osseo dopo trapian-
to allogeneico in bambini affetti da osteogenesi imperfetta.
Molti di questi aspetti riguardano il futuro della caratterizzazione ed impiego
delle cellule staminali, soprattutto per quanto riguarda i meccanismi di “homing”,
di automantenimento e di differenziazione secondo tessuti preferenziali.
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Regolazione dell’apoptosi

Apoptosi: definizione e significato

Il termine apoptosi, coniato nel 1972 da Kerr et al. e derivato dai vocaboli greci
απο (da) e πτοσισ (caduta), indica il processo fisiologico di morte cellulare pro-
grammata o suicidio cellulare, finalizzato a rimuovere cellule superflue o dan-
neggiate e a mantenere un equilibrio omeostatico tra proliferazione e morte cel-
lulare. Si differenzia dalla necrosi poichè è un processo attivo che richiede ener-
gia sotto forma di ATP ed espressione genica de novo, con sintesi di nuovo RNA
e proteine, e culmina nell’attivazione di endonucleasi Ca++-dipendenti che
degradano il DNA cellulare, con formazione di frammenti oligonucleosomali. È
caratterizzata da una combinazione di aspetti morfologici: addensamento della
cromatina, frammentazione del nucleo, restringimento della cellula con forma-
zione di invaginazioni citoplasmatiche e, in seguito, rottura in frammenti detti
corpi apoptotici, che vengono fagocitati da parte dei macrofagi. A differenza della
necrosi, l’apoptosi non induce una reazione infiammatoria. 
L’apoptosi è implicata in vari processi biologici, sia fisiologici che patologici,
dall’embriogenesi all’invecchiamento, dalla normale omeostasi cellulare a nume-
rose malattie dell’uomo. Un eccesso di apoptosi caratterizza malattie neurodege-
nerative, ischemiche, autoimmuni, AIDS, mentre una riduzione o inibizione del-
l’apoptosi si osserva in molte neoplasie.
Lo studio delle basi molecolari della morte programmata e della sopravvivenza
cellulare rappresenta una delle aree più affascinanti della ricerca di laboratorio e,
negli ultimi anni, ha consentito di conoscere i meccanismi coinvolti nelle varie
fasi del processo apoptotico. Studi comparativi in Caenorhabditis elegans ed in
cellule di varie specie animali oltre che di mammiferi hanno dimostrato che la
regolazione genetica e molecolare dell’apoptosi si è altamente conservata duran-
te l’evoluzione.

Meccanismi apoptotici

Schematicamente gli stadi dell’apoptosi sono rappresentati dall’iniziazione, dalla
modulazione o regolazione genetica e dai meccanismi effettori. Sono considerati
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stimoli tutti quegli eventi che danno inizio al programma apoptotico. I segnali di
morte includono farmaci citotossici, radiazioni gamma e ultraviolette, agenti che-
mioterapici che danneggiano il DNA, sottrazione di fattori di crescita, varie cito-
chine che attivano i recettori di morte come il Fas e i recettori del TNF, una con-
dizione di ipossia, il calore, la perdita di adesione. Attraverso una varietà di per-
corsi questi stimoli generano caratteristici modelli di espressione genica: il desti-
no di vita o di morte della cellula viene determinato dai cosiddetti modulatori,
molecole chiave pro- o anti-apoptotiche. Si tratta di proteine regolatrici del ciclo
cellulare, enzimi ad attività chinasica o fosfatasica, fattori di trascrizione e onco-
proteine come la famiglia del Bcl-2 e la p53. Qualora una cellula scelga di mori-
re vengono attivati gli effettori. I principali effettori sono rappresentati da una
famiglia di proteasi denominate caspasi. L’attivazione a cascata di questi enzimi
porta all’attivazione di altri effettori o direttamente al clivaggio di componenti
fondamentali della cellula come DNA, proteine del citoplasma e del citoschele-
tro. Con la rottura di questi substrati si verificano alterazioni morfologiche e bio-
chimiche che destinano irreversibilmente la cellula a morire.
Nella figura 1 sono presentate in dettaglio le due principali vie apoptotiche,
estrinseca ed intrinseca. Nella via estrinseca il legame del ligando (CD95-L,
TNF) con il suo recettore induce la formazione di un complesso di morte con con-
seguente attivazione delle caspasi. La via intrinseca dell’apoptosi è invece media-
ta dai mitocondri e controllata dai membri della famiglia del Bcl-2. Gli stimoli di
morte inducono il rilascio dai mitocondri di citocromo c e altri fattori. Le vie
recettoriale e mitocondriale convergono a livello dell’attivazione della caspasi 3
e interagiscono tramite la proteina Bid. Una terza via apoptotica, innescata da
stress del reticolo endoplasmatico, comporta l’attivazione della caspasi 12 e quin-
di, a catena, delle caspasi effettrici.
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Fig. 1 - Vie apoptotiche



L’apoptosi è regolata a vari livelli da numerosi fattori (Tab. 1). Il bilancio tra fat-
tori che promuovono e fattori che sopprimono la vitalità cellulare è ciò che in
ultima analisi determina il destino delle cellule, mentre dalla severità dell’insulto
dipende la decisione di morire per apoptosi o necrosi.

Recettori di morte
Sono attivati da stimoli estrinseci. L’interazione tra Fas (CD95/APO1) o recetto-
re del TNF e del TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) e appropriato
ligando induce la trimerizzazione del recettore, la clusterizzazione del dominio di
morte Fas-associato (FADD) o associato al recettore del TNF (TRADD) e la crea-
zione di un complesso di segnalazione che induce la morte (DISC). Si ha quindi
attivazione delle procaspasi 8 e 10. Gli eventi successivi dipendono dal tipo di
cellula. In alcune cellule le caspasi effettrici 3 e 7 sono attivate direttamente dalla
caspasi 8; in altre la forma attiva di caspasi 8 agisce tramite il clivaggio di un
membro della famiglia del Bcl-2, il Bid, che induce la traslocazione e oligome-
rizzazione di Bax, con conseguente permeabilizzazione mitocondriale, rilascio di
proteine pro-apoptotiche e successiva attivazione delle caspasi effettrici.
I segnali di morte risultanti dall’attivazione recettoriale sono regolati negativa-
mente da un fattore di trascrizione nucleare (NF-kB), ad attività anti-apoptotica. 
Va ricordato che l’attivazione di questi recettori da parte dei rispettivi ligandi,
oltre che svolgere un importante ruolo nel meccanismo dell’apoptosi, regola la
proliferazione e differenziazione dei progenitori ematopoietici.

Caspasi

Le caspasi (cysteine aspartate-specific proteases) rappresentano una famiglia
numerosa di cisteina-proteasi, in grado di clivare i substrati in posizione C-ter-
minale a residui di acido aspartico. Nei mammiferi si conoscono 14 caspasi,
omologhe alla proteasi killer del C. elegans, denominata ced-3 (cell death
abnormal). Sono sintetizzate come proenzimi inattivi e localizzate in diversi
comparti cellulari. Si trovano in prevalenza nel citosol, ma possono localizzarsi
anche nei mitocondri (procaspasi 2, 3 e 9), nel nucleo (procaspasi 2) e nell’ap-
parato di Golgi (procaspasi 2). Si rilocalizzano per venire a contatto con i loro
substrati durante l’iniziazione e l’esecuzione dell’apoptosi. L’attivazione delle
caspasi è indotta da un clivaggio proteolitico tra domini con formazione di un
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Tab. 1 - Fattori che promuovono e fattori che sopprimono la vitalità cellulare.

Fattori anti-apoptotici Fattori pro-apoptotici

IL-1, IL-6 Chemioterapia
G-CSF, GM-CSF Radiazioni
FN-γ IFN-a/b
Eritropoietina TNF-a, TGF-b
Interazioni cellulari Steroidi
p53, c-abl, ras mutanti Ossidanti
Bcl-2, Bcl-XL p53, c-myc, Fas wild-type

Bax, Bad, Bid
Cellule T citotossiche



complesso tetramerico. Mentre nella fase di iniziazione le caspasi sono attivate
da complessi che si formano in seguito all’interazione tra recettore di morte e
ligando oppure, nella via intrinseca, in seguito al rilascio di fattori pro-apoptoti-
ci da parte dei mitocondri, gli esecutori finali del programma di morte cellulare
sono attivati da altre proteasi (solitamente le caspasi iniziatrici) con un mecca-
nismo a cascata e portano alla rottura di importanti costituenti cellulari, quali
DNA, proteine strutturali, enzimi riparatori. Anche enzimi come granzime B,
catepsina e calpaina possono determinare direttamente o indirettamente l’attiva-
zione delle procaspasi effettrici. 
A tutt’oggi sono stati identificati più di 280 substrati su cui le caspasi agiscono.
È perciò importante che le caspasi non siano attivate in modo accidentale e che,
una volta attivate, vengano controllate dalle proteine inibitrici dell’apoptosi.

Famiglia del Bcl-2
Il Bcl-2, originariamente identificato attraverso lo studio della t(14;18) presente
nel linfoma follicolare a cellule B, è il prototipo di una famiglia di geni che inclu-
de almeno 20 membri, alcuni ad attività pro-apoptotica o “geni di morte” (Bak,
Bax, Bcl-XS, Bid, Bad), altri ad attività anti-apoptotica o “geni di sopravvivenza”
(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1). Molte delle proteine codificate da questi geni
interagiscono attraverso una complessa rete di omo- ed eterodimeri e rappresen-
tano i principali regolatori degli eventi mitocondriali che attivano la via intrinse-
ca dell’apoptosi. Controllano inoltre la regolazione dei livelli intracellulari di
Ca++ mediata dal reticolo endoplasmatico. Possono modulare direttamente l’at-
tività caspasica attraverso molecole adattatrici come BAR, Bap-31 e Aven.
La maggioranza dei membri della famiglia del Bcl-2 possiede un dominio
trans-membrana C-terminale, con cui si inserisce sulla membrana mitocondria-
le esterna, sul reticolo endoplasmatico e sull’involucro nucleare. Le proteine di
questa famiglia inoltre sono caratterizzate da specifiche regioni di omologia
denominate domini di omologia del Bcl-2 (BH1, BH2, BH3 e BH4), critici per
la loro funzione. I membri ad attività anti-apoptotica contengono tutti e quattro
i domini, mentre quelli ad attività pro-apoptotica sono privi di un dominio BH4,
ad eccezione di Bcl-Xs. Il dominio BH3 è cruciale per l’interazione tra i vari
membri.

P53
La p53 è un oncosoppressore che, mediante attivazione trascrizionale del gene
p21waf1-cip1, causa l’arresto nelle fasi G1 e G2 del ciclo di cellule esposte ad agen-
ti che danneggiano il DNA, con funzione quindi critica nel preservare l’integrità
del genoma in risposta a trattamenti con agenti citotossici. Rappresenta anche un
potente induttore della morte programmata in cellule con severo danno del DNA,
mediante attivazione trascrizionale di geni PIG (p53-induced genes) pro-apopto-
tici (Bax, Fas et al.). Le basi molecolari della decisione se indurre arresto del ciclo
per riparare il DNA o indurre apoptosi sono ancora sconosciute. L’attività della
p53 è regolata dalla proteina MDM-2 (mouse double minute-2), la cui sintesi è
indotta dalla p53 stessa, a cui si lega destinandola alla degradazione da parte del
proteasoma.
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Mitocondri
I mitocondri svolgono un ruolo centrale nel processo apoptotico. L’attivazione
della via mitocondriale determina una riduzione del loro potenziale di membrana
ed il rilascio nel citosol dallo spazio intermembrana di vari fattori pro-apoptotici,
quali citocromo c, AIF (apoptosis-inducing factor), Smac (second mitochondrial
activator of caspases), OMI ed endonucleasi G. La conseguente interruzione
della catena di trasporto degli elettroni porta all’aumento di concentrazione all’in-
terno della cellula delle specie reattive dell’ossigeno (ROS).
Le possibili modalità d’azione dei membri della famiglia del Bcl-2 nel consenti-
re il rilascio di questi fattori sono molteplici: formazione di pori, interazione con
altre proteine mitocondriali come VDAC (voltage-dependent anion channel) e
ANT (adenosine nucleotide transporter), sia per la formazione di pori, che per la
modulazione dell’omeostasi mitocondriale, oligomerizzazione per la formazione
di canali ionici.
L’evento chiave nella via mitocondriale dell’apoptosi è rappresentato dalla tras-
locazione nel citosol del citocromo c, componente essenziale della catena respi-
ratoria mitocondriale, normalmente ancorato sulla superficie esterna della mem-
brana mitocondriale interna tramite la cardiolipina. Nel citosol il citocromo c in
presenza di dATP si lega al fattore Apaf-1 (apoptoticprotease-activating factor) e
alla procaspasi 9 formando un complesso denominato apoptosoma. Si ha quindi
attivazione della caspasi 9, che dà inizio alla cascata proteolitica che determina la
morte cellulare.
Il fattore AIF e l’endonucleasi G contribuiscono invece alla degradazione del
DNA attraverso vie caspasi-indipendenti.
I fattori Smac/DIABLO (direct IAP-binding protein with low PI) e HtrA2/OMI
(high-temperature requirement protein A2) svolgono funzione pro-apoptotica
antagonizzando proteine inibitrici dell’apoptosi denominate IAP.
Da notare che il trattamento citotossico, radiante e chemioterapico, può indurre
apoptosi attraverso l’attivazione della via mitocondriale. L’interazione tra mito-
condri e nucleo danneggiato è probabilmente mediata dalla caspasi 2, localizzata
nel nucleo.

Proteine IAP
Nell’uomo sono state identificate 8 proteine IAP (proteine inibitrici dell’apopto-
si) e precisamente: NAIP (BIRC1), cIAP1 (BIRC2), cIAP2 (BIRC3), XIAP
(BIRC4), survivina (BIRC5), Apollon (BRUCE o BIRC6), Livina (BIRC7) e
ILP-2 (BIRC8). L’aspetto strutturale caratteristico di queste proteine è costituito
dalla presenza del dominio BIR (baculoviral-IAP-repeat) tramite cui alcune di
esse si legano direttamente a specifiche caspasi, inibendone l’attività. Proteine
IAP quali XIAP, cIAP1, cIAP2 e Livina possiedono inoltre domini RING trami-
te cui svolgono funzione di E3 ubiquitina ligasi, determinando la ubiquitinilazio-
ne e degradazione di specifiche caspasi da parte del proteasoma. 
Il fattore mitocondriale Smac, legandosi al dominio BIR delle IAP, ne antagoniz-
za l’attività inibitoria nei confronti delle caspasi.
Le proteine IAP survivina e Apollon, contenenti un singolo dominio BIR, svol-
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gerebbero un importante ruolo di regolazione non solo dell’apoptosi ma anche
della divisione cellulare. In particolare, in condizioni normali, la survivina viene
espressa solo durante il ciclo mitotico, svolgendo il ruolo di proteina “passen-
ger”, essenziale per la segregazione cromosomica. In quasi tutte le neoplasie soli-
de e leucemie umane risulta sovraespressa, contribuendo a promuovere un’aber-
rante vitalità cellulare e ad alterare il bilancio omeostatico tra crescita e morte cel-
lulare. Apollon è una proteina di dimensioni molto grandi (530 kDa) associata a
membrane, incluso l’apparato di Golgi, i cui aspetti funzionali sono stati in parte
chiariti di recente: essendo in grado di legarsi a Smac e alla caspasi 9, determi-
nandone l’ubiquitinilazione e favorendone la degradazione proteasomale, questa
proteina svolgerebbe un ruolo essenziale nella prevenzione dell’apoptosi indotta
da Smac.

Proteasoma
Il proteasoma 26S è una proteasi di grandi dimensioni (2,5 MDa) costituita da una
porzione di 20S ad attività proteolitica ricoperta ad una o entrambe le estremità
da una porzione regolatoria 19S (Fig. 2). La sua attività si esplica solo nei con-
fronti di substrati destinati alla distruzione dal legame con la proteina ubiquitina

Fig. 2 - Ruolo del proteaso-
ma nell’apoptosi



ed è quindi altamente selettiva e specifica. Interviene nel controllo di vari processi
fisiologici, inclusi lo sviluppo embrionale, il ciclo cellulare e l’espressione geni-
ca. Per quanto riguarda il processo apoptotico, il sistema ubiquitina-proteasoma
contribuisce a prevenire la prematura morte cellulare distruggendo varie proteine
pro-apoptotiche, così da mantenerne bassi i livelli intracellulari ed evitare un’at-
tivazione ectopica della cascata apoptotica. I substrati su cui agisce sono rappre-
sentati da molecole regolatorie quali p53, membri pro-apoptotici della famiglia
del Bcl-2, proteine IAP e Smac. L’induzione dell’apoptosi da parte di opportuni
stimoli determina inattivazione del proteasoma per clivaggio delle sue proteine da
parte delle caspasi, con conseguente incapacità a riconoscere e quindi a distrug-
gere i substrati ubiquitinilati. Si determina così un ulteriore accumulo di moleco-
le pro-apoptotiche, con conseguente amplificazione del segnale apoptotico.

Disregolazione dell’apoptosi nelle neoplasie e implicazioni terapeutiche

Numerose evidenze sperimentali suggeriscono che una difettosa apoptosi può
contribuire all’insorgenza delle neoplasie, determinando un’alterazione del bilan-
cio tra proliferazione e morte cellulare. Poiché la risposta alle attuali terapie anti-
neoplastiche (chemioterapia e terapia radiante) dipende dalla tendenza all’apop-
tosi delle cellule, una riduzione dell’apoptosi, oltre che importanza fisiopatologi-
ca, ha implicazioni terapeutiche, potendo condizionare l’insorgenza di chemio- e
radioresistenza.
Le anomalie responsabili del difetto di apoptosi nelle neoplasie sono in parte note
(Tab. 2). 
Sulla base di queste recenti acquisizioni molecolari sono stati proposti nuovi
approcci terapeutici in grado di modulare l’apoptosi a diversi livelli (Tab. 3), da
impiegare in associazione alle terapie citotossiche tradizionali per potenziarne
l’efficacia. Alcuni trattamenti sono attualmente in corso di sperimentazione clini-
ca, come l’uso di oligonucleotidi antisenso contro l’RNAm del Bcl-2 nel linfoma
follicolare e nel Ca della mammella; altri sono stati utilizzati solo in studi precli-
nici, come ad esempio il TRAIL, che si è mostrato efficace contro cellule di mie-
loma, leucemia linfatica cronica e linfoma di Burkitt, ma il cui impiego clinico è
ostacolato dalla potenziale epatotossicità. Risultati molto promettenti sono stati
ottenuti recentemente con l’impiego di un inibitore del proteasoma, il bortezo-
mid, nella terapia del mieloma multiplo.
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Tab. 2 - Patogenesi del difetto di apoptosi nelle neoplasie.

• Riduzione di citochine che promuovono l’apoptosi e/o aumento di citochine che promuovono
la sopravvivenza

• Down-regolazione dei recettori di morte (Fas)

• Sovraespressione di geni anti-apoptotici (Bcl-2, survivina)

• Mutazione di geni apoptosi-correlati (p53, caspasi)

• Difetti nel segnale apoptotico

• Incontrollata degradazione di proteine da parte del proteasoma



La ricerca in questo campo appare molto stimolante, anche se ostacolata dalla ete-
rogeneità delle neoplasie e dalla variabilità clonale delle stesse. Una migliore
comprensione dei complessi meccanismi molecolari che regolano il fenomeno
apoptotico potrebbe consentire in futuro l’introduzione di nuove più efficaci stra-
tegie terapeutiche.
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Tab. 3 - Approcci terapeutici.

• Oligonucleotidi anti-senso (Bcl-2, survivina)

• TRAIL ricombinante

• Inibitori delle caspasi

• Terapia genica (up-regolazione di Bax)

• Inibitori di Bcl-2 e Bcl-XL

• Inibitori delle IAP

• Inibitori del proteasoma



4

Telomero e telomerasi:
biologia e osservazioni preliminari
nelle neoplasie ematologiche

Introduzione

Il materiale genetico delle cellule eucariotiche è organizzato nei cromosomi.
Questa suddivisione determina un elevato tasso di ricombinazione e un casuale
rimescolamento del materiale genetico durante la riproduzione. Ciò consente di
aumentare la diversità genetica all’interno della popolazione, ma la struttura
lineare dei cromosomi pone alla cellula i seguenti problemi:
1. come proteggere il DNA situato a livello delle estremità libere dei cromosomi

da processi di degradazione e di fusione?
2. come replicare il DNA situato a livello di tali regioni?

Entrambi i problemi vengono risolti dai telomeri, complessi di DNA e proteine
che formano un cappuccio a livello dell’estremità dei cromosomi. In tal modo i
telomeri impediscono la degradazione dell’estremità cromosomiche ad opera di
nucleasi e lo sviluppo di ricombinazioni cromosomiche aberranti. Inoltre consen-
tono alla cellula di distinguere tra rotture casuali del DNA ed estremità naturali
dei cromosomi, permettono una normale segregazione dei cromosomi durante la
mitosi e durante la meiosi, un normale attacco dei cromosomi alla matrice nuclea-
re, il superamento di quello che va sotto il nome di “end-replication problem”. Per
comprendere cosa sottintende questo termine bisogna ricordare che nel 1908
Carrel aveva proposto che le cellule dei vertebrati fossero immortali, ma questo
concetto venne smentito nel 1961 da Hayflick e Moorehead. Questi Autori dimo-
strarono che le cellule somatiche normali presentano una fase proliferativa di
durata limitata e strettamente dipendente dal numero di divisioni cellulari. Dopo
un certo numero di divisioni la cellula entrerebbe in uno stato definito di sene-
scenza replicativa. Nel 1973 Olovnikov ipotizzò che il limite di Hayflick
(“Hayflick limit”) dipendesse dal progressivo esaurimento dei geni (telogeni o
telomeri) situati a livello dell’estremità dei cromosomi. Tale ipotesi è stata con-
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fermata dalla moderna osservazione che la DNA polimerasi sintetizza il DNA
procedendo unicamente nella direzione 5’→ 3’ e necessita di una breve sequenza
di RNA per iniziare la sintesi del DNA stesso. Pertanto la DNA polimerasi con-
sente la normale replicazione di un’unica catena di DNA mentre sintetizza l’altra
(“lagging strand”) in modo incompleto. Ad ogni divisione cellulare il materiale
genetico situato all’estremità cromosomiche viene perso progressivamente. Tale
fenomeno è quello che viene appunto definito “end replication problem”. Nel
1988 furono identificate le sequenze telomeriche e venne ulteriormente confer-
mata l’ipotesi di Olovnikov. Ad ogni divisione cellulare il DNA telomerico, cor-
rispondente ai telogeni di Olovnikov, si accorcia di circa 25-200 paia di basi (bp).
Pertanto la lunghezza dei telomeri rappresenta un indicatore molecolare della
potenzialità proliferativa della cellula e dal 1990 in poi la progressiva erosione dei
telomeri è considerata il “mitotic clock” della cellula.
I meccanismi attraverso i quali l’accorciamento della lunghezza dei telomeri indu-
ce la senescenza replicativa o addirittura la morte cellulare programmata (apopto-
si) sono stati solo parzialmente chiariti. Il gene TP53, mappato in 17p13, ed il gene
Rb, mappato in 13q14, svolgono un ruolo fondamentale a tale riguardo. Tali geni
impediscono la replicazione di cellule che hanno compiuto diverse divisioni e che
sono perciò predisposte a mutazioni geniche indotte dall’instabilità cromosomica.
Tuttavia, cellule che presentano la perdita o la mutazione di uno dei geni onco-
soppressori riportati riescono a sopravvivere e sviluppano un’importante instabili-
tà genomica che attraverso rotture e fusioni cromosomiche successive porta all’ac-
quisizione di sempre maggiori alterazioni geniche. Durante questa fase chiamata
“crisis” la maggior parte delle cellule muore per apoptosi, ma alcune cellule
sopravvivono essendo capaci di mantenere stabile la lunghezza dei propri telome-
ri. Questo risultato viene raggiunto attraverso l’attivazione costitutiva della telo-
merasi o attraverso un meccanismo che va sotto il nome di “alternative lengthe-
ning of telomeres, ALT”, probabilmente dipendente dalla ricombinazione.

Telomeri: struttura e funzione

Nel 1978 Blackburn descrisse per la prima volta le sequenze di DNA ripetitivo
situate a livello delle regioni telomeriche della Tetrahymena. Nell’uomo i telo-
meri sono formati da sequenze ripetitive 5’-TTAGGG-3’ non codificanti a doppia
catena della lunghezza di 2-30kilobasi (Kb) e da un tratto di 50-150 nucleotidi
(“nucleotide overhangs”) di sequenze ripetitive 5’-TTAGGG-3’ a singola catena.
La stabilità del telomero dipende dal legame non covalente che si crea tra tali
strutture a doppia ed a singola catena con le due proteine, TRF1 (“telomeric
repeat binding factor 1) e TRF2. La prima, codificata da un gene che mappa in
8q13, reprime la telomerasi e impedisce l’allungamento dei telomeri quando que-
sti raggiungono una dimensione critica. L’azione di TRF1 è mediata da un lato
dalla tankirasi (TRF1-interacting, ANKYrin-related ADP-ribose polymerase) che
favorisce il distacco di TRF1 dal telomero rendendo quest’ultimo accessibile alla
telomerasi e dall’altro dalla proteina TIN2 “TRF1-interacting nuclear protein 2”
che favorisce il legame al DNA telomerico. Viceversa, TRF2, codificata da un
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gene che mappa in 16q22.1, impedisce la fusione cromosomica mantenendo la
struttura a singola catena delle code ricche di guanina. È probabile che le protei-
ne TRF1 e TRF2 formino un sostegno per un complesso multiproteico più gran-
de, di cui fa parte la tankirasi. Inoltre è stato osservato che il DNA telomerico
umano può riavvolgersi su se stesso formando quello che viene definito “t-loop”,
con le code ricche in guanina che invadono le sequenze ripetitive a doppia cate-
na formando il “D-loop”. Le proteine TRF1 e TRF2 potrebbero stabilizzare e ren-
dere possibile lo sviluppo di “t- e D-loops”. Un’altra proteina che interagisce con
i telomeri è una subunità di una proteina kinasi DNA dipendente, l’eterodimero
Ku. La funzione dei telomeri è già stata descritta.

Telomerasi: struttura e funzioni

La telomerasi è una trascrittasi inversa terminale specializzata che presenta una
massa molecolare di circa 1000 kDa. Tale ribonucleoproteina è formata da una
catena di RNA (hTERC) e da un enzima (hTERT). Quest’ultimo sintetizza le
sequenze ripetitive situate all’estremità 3’ dei cromosomi umani utilizzando
hTERC come templato. 

RNA telomerasico (hTERC)
Meglio noto come “human telomerase RNA component” (hTERC). È codificato
da un gene a singola copia mappato a livello della banda 3q26.3. La presenza di
aree ricche in guanina, “CpG islands”, a livello della regione che promuove la tra-
scrizione del gene fa supporre che l’espressione di quest’ultimo dipenda dai livel-
li di metilazione del DNA. Inoltre la medesima regione presenta aree di legame
con i recettori per i glucorticoidi, per il progesterone e per gli androgeni e per fat-
tori trascrizionali coinvolti nell’emopoiesi e nella leucemogenesi. Nell’uomo il
trascritto maturo di hTERC è lungo 451 nucleotidi e non presenta la poliadenila-
zione. hTERC contiene un’intera sequenza e i 5/6 di una sequenza complemen-
tare a quella del telomero, cioè la sequenza 5’-CUAACCCUAAC-3’ lunga 11
nucleotidi. Si ritiene che hTERC si leghi alla sequenza ripetitiva terminale del
DNA telomerico alla cui estremità 3’ vengono poi aggiunti ad opera della sub-
unità catalitica della telomerasi desossinucleotidi. Successivamente hTERC si
sposta all’estremità 3’ appena sintetizzata del telomero e la sintesi prosegue.

Attività catalitica (hTERT)
hTERT significa “human telomerase reverse transcriptase”. È una proteina del
peso molecolare di 127 kDa e lunga 1132 amminoacidi, codificata da un gene a
singola copia mappato a livello della banda 5p15.33 e lungo 16 esoni. La regio-
ne che promuove la trascrizione del gene contiene siti di legame per vari fattori
trascrizionali. Gli estrogeni e la proteina c-myc fanno aumentare l’espressione di
hTERT, mentre la metilazione delle “CpG islands” del promotore del gene e la
de-acetilazione degli istoni la fanno diminuire. Altri meccanismi che regolano l’e-
spressione del gene sono fenomeni di “splicing” alternativo e processi di fosfori-
lazione e defosforilazione. Un repressore dell’espressione di hTERT è mappato a
livello delle braccia corte del cromosoma 3.
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Telomeri e telomerasi nella cancerogenesi

Abbiamo già descritto l’importante ruolo svolto dai telomeri e dalla telomerasi
nella trasformazione e crescita neoplastica. Dati recenti, ottenuti utilizzando
modelli murini, indicano che il tipo di cellula e l’attivazione di oncogeni specifi-
ci siano inizialmente capaci di garantire la trasformazione neoplastica quando i
telomeri sono di dimensioni sufficientemente lunghe. Tuttavia, tutti questi model-
li sperimentali hanno dimostrato che alla fine in ogni caso si giunge all’attivazio-
ne della telomerasi che quindi è assolutamente necessaria per la crescita tumora-
le a lungo termine. Vi sono poi prove che i meccanismi di mantenimento della
lunghezza dei telomeri mediati da hTERT e da “ALT” non siano equivalenti dal
punto di vista funzionale. Questa ipotesi si basa su due osservazioni:
1. La maggior parte delle neoplasie presenta l’attivazione di hTERT, ma il 10-

15% dei tumori presenta l’attivazione del processo noto come “ALT”. In real-
tà, l’attivazione di hTERT o dell’altro meccanismo varierebbe a seconda del
tipo di tessuto che subisce la trasformazione neoplastica. Le neoplasie di deri-
vazione dal tessuto epiteliale presentano l’attivazione di hTERT, che è da sola
sufficiente a promuovere la cancerogenesi attraverso l’attivazione di H-RAS,
mentre quelle di derivazione dal tessuto mesenchimale presentano l’attivazio-
ne del processo noto come “ALT”. Le cellule in cui è operante quest’ultimo
meccanismo sono caratterizzate da un elevato grado di variabilità nella lun-
ghezza dei telomeri e dalla presenza di corpi nucleari ALT-associati tipica-
mente osservati nella leucemia acuta promielocitica (LAP). Questi ultimi sono
costituiti da DNA telomerico e da proteine coinvolte nei processi di ricombi-
nazione e di replicazione del DNA.

2. La popolazione cellulare con l’attivazione del processo noto come “ALT” pre-
senterebbe sia telomeri particolarmente lunghi che telomeri particolarmente
corti. In queste cellule per l’attivazione di “ALT” i telomeri da molto corti
potrebbero diventare relativamente lunghi ma rimarrebbero soggetti ad un
continuo logoramento. Pertanto la capacità proliferativa e la sopravvivenza di
queste cellule sarebbero proprio limitate dall’alterata funzionalità dei telome-
ri, responsabile dello sviluppo di traslocazioni complesse dimostrabili con
l’indagine citogenetica. Al contrario la popolazione cellulare che presenta l’at-
tivazione di hTERT presenta telomeri perfettamente funzionali. Perciò è que-
sta la via che la cellula neoplastica tende ad utilizzare per avere telomeri di
sufficiente lunghezza e normalmente funzionanti.

Dati recenti indicano che il ruolo di hTERT nel promuovere una neoplasia non
consiste solo nel mantenere telomeri di normale lunghezza, ma anche nello svol-
gere altre funzioni. Infatti:
- fibroblasti umani che esprimono un allele oncogenico di H-RAS e l’antigene

T grande e t piccolo di SV40 acquisiscono la capacità di crescere in modo non
aderente ma non vanno incontro a trasformazione neoplastica. Quest’ultima
avviene unicamente con l’aggiunta di hTERT o di una versione di hTERT che
non è in grado di indurre l’allungamento dei telomeri. (Stewart, 2002);
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- in tumori murini con processo “ALT” attivato ma privi di mTERC e di
CDKN2A (p15INKa) Chang e collaboratori hanno osservato che ALT è insuf-
ficiente da solo a dare la trasformazione neoplastica che invece avviene quan-
do si ha la ricostituzione della telomerasi attraverso l’aggiunta di mTERC.
Pertanto la telomerasi è assolutamente necessaria per una normale funzionali-
tà dei telomeri come già più sopra riportato;

- nel topo, che presenta telomeri sufficientemente lunghi e quindi non in grado
di influenzare la trasformazione maligna, quest’ultima si verifica solo quando
si ha un’elevata attività telomerasica;

- il livello di telomerasi sarebbe strettamente correlato allo stadio di molte neo-
plasie umane, facendo ipotizzare che un’aumentata attività della telomerasi
possa giocare un ruolo aggiuntivo nella progressione delle neoplasie.

Non si conoscono altri meccanismi con cui la telomerasi induce la trasformazio-
ne neoplastica. È stato però recentemente riportato che le cellule che presentano
l’attività catalitica di hTERT sono più resistenti agli stimoli che inducono l’a-
poptosi. La telomerasi potrebbe anche stabilizzare le alterazioni cromosomiche
aggiuntive che si sono sviluppate dopo il periodo chiamato “crisis” favorendo la
proliferazione di un clone immortale oppure il mantenimento di quelle anomalie
citogenetiche che garantiscono un più aggressivo comportamento clinico della
neoplasia. 

Telomeri e telomerasi nelle cellule emopoietiche 

Dieci anni fa circa venne dimostrato che la lunghezza dei telomeri nelle cellule
staminali emopoietiche è strettamente correlata all’ontogenesi e alla loro età.
Infatti le cellule staminali presenti nel fegato fetale e nel sangue del cordone
ombelicale presentano telomeri più lunghi di 4 Kb rispetto a quelli delle cellule
staminali presenti nel midollo osseo adulto o nel sangue periferico. Pertanto seb-
bene tali cellule possiedano quella che va sotto il nome di “self-renewall capa-
city” anch’esse hanno una potenzialità replicativa limitata man mano che l’indi-
viduo invecchia. Si ritiene che le cellule staminali emopoietiche possano andare
incontro a 100-5000 divisioni. L’accorciamento dei telomeri è rapido dopo il
primo anno di vita (dopo 15-30 divisioni cellulari), mostra un lento declino fino
a 50-60 anni dopodiché torna ad essere rapido. L’erosione dei telomeri è anche
più rapida prima della nascita essendo pari a circa 240 paia di basi (bp) alla set-
timana. Il fenomeno avviene poi più rapidamente nei linfociti che non nei granu-
lociti, indicando una più precoce compromissione delle funzioni immunologiche. 
La lunghezza media dei telomeri nelle cellule staminali emopoietiche è genetica-
mente determinata e varia non solo tra i diversi individui ma anche all’interno di
una stessa cellula. Per una normale emopoiesi è necessario che la cellula emo-
poietica presenti un minimo di sequenze ripetitive a livello dei telomeri, ma la sua
vitalità e la stabilità cromosomica dipende unicamente dal telomero più corto
piuttosto che dalla lunghezza media dei telomeri. La presenza di un minimo di
sequenze telomeriche impedisce l’attivazione di quel processo che va sotto il ter-
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mine di “telomere checkpoint”, che controlla la progressione della cellula stami-
nale lungo le varie fasi del ciclo cellulare e la sua divisione.
Le cellule staminali che progrediscono lungo le varie fasi del ciclo cellulare pre-
sentano una certa attività telomerasica che si riduce progressivamente nella loro
progenie di cellule più mature. In presenza di citochine però si ha un nuovo
aumento dell’espressione della telomerasi. Anche la cellula tumorale, che pre-
senta un’elevata capacità di autorinnovamento possiede una telomerasi costituti-
vamente espressa e anche in questo caso tale attività si riduce progressivamente
quando s’induce la differenziazione della cellula tumorale stessa, utilizzando
acido all-trans retinico (ATRA) o dimetilsufossido (DMSO). In conclusione l’at-
tivazione costitutiva della telomerasi può essere considerata un marcatore della
potenziale capacità della cellula di automantenersi (“self-renewall”). Quindi la
possibilità di aumentare costitutivamente l’espressione della telomerasi potrebbe
essere sfruttata per espandere le cellule staminali emopoietiche ed i loro progeni-
tori in vista di un loro possibile impiego in campo trapiantologico o nella medi-
cina rigenerativa.
L’attivazione della telomerasi nelle cellule staminali emopoietiche non implica
telomeri stabili e di normale lunghezza. In questo caso l’aumentata espressione
della telomerasi è insufficiente ad impedire l’erosione dei telomeri, ma è impor-
tante perché la cellula sopravviva senza proliferare. È stato recentemente riporta-
to che l’aumenta espressione di hTERT allunga la longevità dei T-linfociti.

Telomeri e telomerasi nelle neoplasie ematologiche

Leucemie acute
Alla diagnosi il 75% dei pazienti con leucemia acuta linfoide o mieloide presen-
ta un aumento dell’attività telomerasica, che potrebbe dipendere dall’intensa atti-
vità proliferativa delle cellule leucemiche. L’attività telomerasica è comunque di
solito inferiore rispetto a quella osservata nei tumori solidi. Nella maggior parte
dei casi i telomeri sono di breve lunghezza. Un numero sempre crescente di
Autori ha descritto l’associazione tra sequenze telomeriche ripetitive interstiziali
e traslocazioni cromosomiche nelle LA. Nonostante ciò il ruolo svolto da tali
sequenze telomeriche nella patogenesi e nella definizione delle caratteristiche
biologiche e cliniche della malattia sono tuttora sconosciute.
Vari studi hanno dimostrato che il livello di attività telomerasica ha valore pro-
gnostico indipendente. Difatti i pazienti con elevata attività telomerasica presen-
tano una probabilità di ottenere una remissione completa (RC) ed una sopravvi-
venza inferiori rispetto a quelle dei pazienti con normale attività. Inoltre il livel-
lo di telomerasi è strettamente correlato al decorso clinico. I pazienti che rag-
giungono la RC presentano normali livelli di telomerasi, ma questa torna ad
aumentare qualora si verifichi una ripresa della malattia. 

Sindromi mielodisplastiche
Si tratta di un disordine oncoematologico caratterizzato da livelli di telomerasi
più bassi rispetto a quelli osservati nelle LA, ma più alti rispetto a quelli riscon-
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trabili nelle cellule del midollo osseo di soggetti sani. La maggior parte degli
Autori ha pertanto focalizzato la propria attenzione sulla lunghezza dei telomeri,
parametro indipendente dalla percentuale di blasti midollari e forse strettamente
correlato all’alta incidenza (20-30%) di cariotipi complessi (con più di tre altera-
zioni cromosomiche) dal momento che questi ultimi potrebbero essere causati da
telomeri di lunghezza ridotta. Inoltre, è stato recentemente dimostrato che geni
situati nelle vicinanza di telomeri accorciati possono andare incontro ad un pro-
cesso di silenziamento, similmente a quanto avviene con la metilazione genica.
La “fluorescence in situ hybridization“ (FISH) ha dimostrato che i granulociti dei
pazienti con SMD presentano telomeri più corti rispetto a quelli di pazienti della
stessa età che invece presentano una sindrome da insufficienza midollare. Ciò è
probabilmente dovuto al rapido turn-over delle cellule staminali displastiche.
Pertanto i corti telomeri che si osservano nelle SMD potrebbero essere espressio-
ne del numero di divisioni cellulari compiute dalla cellula staminale e della sua
instabilità genomica. Un’associazione ricercata è stata quella tra attività telome-
rasica e livelli di apoptosi. Dati recenti indicano che l’attivazione dell’apoptosi si
associa ad una scarsa espressione di hTERT e i pazienti con elevati livelli di
caspasi 3 ma bassi livelli di hTERT sono quelli a prognosi peggiore. La correla-
zione tra lunghezza dei telomeri e comparsa di anomalie citogenetiche e moleco-
lari al momento della progressione della malattia rappresenta un importante
campo di ricerca. 

Leucemia mieloide cronica
Le cellule dei pazienti con LMC presentano telomeri di lunghezza significativa-
mente più breve rispetto a quella delle cellule di soggetti sani; inoltre la lun-
ghezza dei telomeri è strettamente correlata alla fase della malattia: le cellule di
pazienti con LMC in fase cronica presentano telomeri più lunghi rispetto a quel-
li delle cellule di pazienti con LMC in crisi blastica. La presenza di telomeri
corti già durante la fase cronica si associa ad una più rapida evoluzione verso la
crisi blastica, ma non sembra avere alcun impatto sulla sopravvivenza. Tuttavia,
uno studio recente, il primo che ha correlato la riduzione di lunghezza dei telo-
meri ad un’aumentata attività telomerasica, ha dimostrato che tra i pazienti trat-
tati con alfa interferone quelli con telomeri accorciati presentano la più breve
sopravvivenza. Un altro studio condotto in un gruppo limitato di pazienti ha
osservato che i pazienti che mantengono telomeri di lunghezza ridotta prima e
dopo terapia con alfa interferone non raggiungono la remissione citogenetica,
raggiunta invece da quei pazienti che presentano corti telomeri alla diagnosi ma
una normale lunghezza dei telomeri dopo alfa interferone. Uno studio ancora più
recente ha dimostrato che un’alta attività telomerasica già durante la fase croni-
ca si associa ad una più rapida evoluzione verso la crisi blastica e ad una breve
sopravvivenza.
È stato inoltre proposto che la resistenza all’imatinib mesilato possa dipendere
dal fatto che quest’ultima molecola inibisce l’attività kinasica di BCR/ABL ma
non blocca altre vie di segnale. Particolarmente importante a tale riguardo è l’os-
servazione che il trattamento prolungato con imatinib mesilato potrebbe causare
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l’attivazione della telomerasi con recupero delle capacità proliferative della cel-
lula. Vari recenti studi hanno riportato una continua interazione tra telomerasi,
BCR/ABL e protein kinasi C. In particolare BCR/ABL svolge un’azione inibito-
ria nei confronti della telomerasi, mentre la proteina chinasi C attiva la telomera-
si. L’imatinib mesilato avendo una scarsa azione nei confronti della proteina chi-
nasi C ed essendo un potente inibitore di BCR/ABL potrebbe indurre l’attivazio-
ne della telomerasi stessa.

Malattie linfoproliferative
I telomeri delle cellule di leucemia linfatica cronica sono normali o più corti del
normale mentre i livelli di telomerasi sono bassi nella maggior parte dei pazien-
ti, specie in quelli con malattia in stadio iniziale. Ciò potrebbe dipendere dal fatto
che le cellule hanno raggiunto un buon livello di differenzazione o sono per la
maggior parte nella fase G0 del ciclo cellulare. Tuttavia già negli stadi iniziali una
piccola quota di pazienti tende ad avere alti livelli di telomerasi. Si tratta di
pazienti che esprimono ZAP70 all’immunofenotipo e che sono poco responsivi
alla terapia. Tutti i pazienti in stadio avanzato tendono ad avere alti livelli di atti-
vità telomerasica.
Nei pazienti con linfomi non-Hodgkin i livelli di attività telomerasica devono
essere attentamente valutati. Infatti l’attività telomerasica associata ad una fisio-
logica iperplasia del tessuto linfoide tonsillare è superiore a quella che si associa
al tessuto linfomatoso. Inoltre le cellule del centro germinativo presentano alti
livelli di telomerasi. Pur con tutti questi limiti il 50% circa dei pazienti con linfo-
ma B presenta elevati livelli di telomerasi, più alti nelle forme di grado elevato
che nelle forme a basso grado di malignità. 

Telomerasi come possibile bersaglio terapeutico

Come abbiamo visto la cellula tumorale presenta una riattivazione della telome-
rasi e proprio per questo motivo hTERT potrebbe diventare un ottimo bersaglio
di terapia antitumorale. Infatti recentemente gli inibitori della telomerasi sono
stati proposti come nuovi farmaci antitumorali.Vari studi condotti su linee cellu-
lari o su cellule leucemiche fresche, prelevate direttamente ai pazienti, hanno
valutato i rapporti tra espressione di hTERT ed induttori della differenziazione
cellulare, primo tra tutti l’ATRA, molecola che assieme alle antracicline ha modi-
ficato la prognosi dei pazienti affetti da leucemia acuta promielocitica. L’ATRA
è il ligando naturale per i recettori nucleari dell’acido retinoico (RAR), mentre
l’acido 9-cis retinico si lega sia ai recettori nucleari (RAR) che ai recettori X
(RXR) dell’acido retinico. È stato dimostrato che il trattamento con ATRA a dosi
farmacologiche determina accorciamento della lunghezza dei telomeri, instabili-
tà cromosomica e blocco della proliferazione cellulare se l’espressione di hTERT
e conseguentemente l’attività telomerasica si riducono al 10-40%. Se invece l’e-
spressione di hTERT e della telomerasi si mantengono al di sopra del 40%, dopo
un periodo di arresto della crescita cellulare indotto dall’accorciamento dei telo-
meri, queste linee cellulari possono sopravvivere riattivando la telomerasi.
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Pertanto gli effetti osservati sono dipendenti dalla dose di ATRA impiegato. Studi
più recenti condotti sulle stesse linee cellulari hanno poi indicato che il tratta-
mento prolungato di tali linee cellulari con ATRA e con agonisti recettore-speci-
fici dell’acido retinico è capace di bloccare più efficacemente l’espressione di
hTERT e quindi d’indurre la morte cellulare. In pratica il legame dell’ATRA ai
recettori RAR e dell’agonista ai recettori RAR e RXR è il modo più efficace d’i-
nibire hTERT. Sul piano clinico il trattamento combinato appena indicato potreb-
be tradursi nella possibilità di ottenere una remissione completa anche nei pazien-
ti con LAP resistente all’ATRA e di evitare gli effetti collaterali indotti dagli alti
dosaggi di ATRA (Sindrome da ATRA).
La riattivazione della telomerasi anche nella cellula tumorale ne fa un ottimo ber-
saglio di terapia antileucemica. Tra le molecole più promettenti in tal senso biso-
gna ricordare la telomestatina (SOT-095), sostanza naturale sintetizzata dal
microrganismo Streptomyces Anulatus. È un agente che stabilizza le strutture
quadruplex ricche di guanina (“G-quadruplex structures”) che si sviluppano a
partire dai “3’ G-overhangs” telomerici. Questi ultimi sono costituiti da sequenze
ripetitive ricche di guanina che si avviluppano attorno ad un core di guanina che
presenta una configurazione planare costituita da tetradi tenute insieme da ponti
di idrogeno. Particolari condizioni ioniche favoriscono lo sviluppo delle strutture
quadruplici che inibiscono l’attività della telomerasi. La telomestatina, che pos-
siede una struttura simile alle “G-quadruplex structures” agirebbe facilitandone la
formazione o catturando le “G-quadruplex structures” appena formatesi, seque-
strando le molecole a singola catena d[T2AG3]n. Dati recenti indicano che la telo-
mestatina è capace di bloccare l’espressione della telomerasi nelle cellule Ph1
positive, inducendo un’accorciamento della lunghezza dei telomeri e l’apoptosi.
Tale effetto sembra essere mediato dall’attivazione del gene dell’atassia telean-
gectasica (ATM) che partecipa ad uno dei meccanismi che controllano i danni
indotti nel DNA da agenti genotossici. Utlizzando linee cellulari leucemiche e
cellule leucemiche fresche è stato recentemente osservato che la telomestatina è
in grado di bloccare la crescita in vitro di tali cellule, rendendo queste ultime par-
ticolarmente sensibili all’azione di daunorubicina e citosina arabinoside, chemio-
terapici usualmente impiegati nella terapia delle leucemie acute e di altri disordi-
ni onco-ematologici. La telomestatina determina un accorciamento dei telomeri e
l’apoptosi indipendentemente dal citotipo FAB di LAM. Nei pazienti in cui que-
st’ultima è preceduta da una fase di mielodisplasia tali effetti sono meno signifi-
cativi pur manifestandosi. È stato osservato che nelle LAM l’attività telomerasi-
ca non è così elevata come nei tumori solidi ed è stato ipotizzato che l’efficacia
della telomestatina sia legata sia all’interazione con le “G-quadruplex structures”
situate a livello telomerico, sia al fatto che queste stesse strutture sono presenti a
livello di geni che svolgono un ruolo cruciale nella patogenesi dei disordini
oncoematologici. Tra questi geni bisogna ricordare c-MYC e c-ABL1. L’efficacia
della telomestatina potrebbe dipendere quindi dipendere anche dalla sua capacità
di bloccare la trascrizione di tali geni.
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5

Nuove metodiche per l’esplorazione
del genoma: gene expression profiling
e proteomica 

Le leucemie mieloidi acute rappresentano un gruppo di malattie maligne che ori-
ginano dai precursori delle cellule ematopoietiche, che si presenta molto eteroge-
neo sia per caratteristiche cliniche che per risposta alla terapia e quindi per risulta-
to clinico finale. Nelle ultime due decadi, la ricerca ha generato un ricco e com-
plesso insieme di conoscenze, che ha permesso di stabilire che le leucemie, così
come altre forme di cancro, sono malattie che hanno origine da specifiche muta-
zioni genomiche. Fra queste, vi sono mutazioni dominanti che colpiscono gli onco-
geni e che determinano un guadagno di funzione e altre mutazioni recessive che
colpiscono geni oncosoppressori e che determinano perdita di funzione. Queste
conoscence hanno notevolmente contribuito a dissecare la complessità biologica e
clinica delle AML (1). Tuttavia, l’era iniziata con il completamento dell’opera di
sequenziamento dell’intero menoma umano offre prospettive nuove e particolar-
mente promettenti che derivano dall’impiego di nuove tecnologie di esplorazione
del genoma quali il “gene expression profiling” e la proteomica (2, 3). 

Gene expression profiling

Il “gene expression profiling” si basa sull’osservazione che soltanto una frazione
dei geni presenti nel genoma è attivamente trascritta in RNA messaggero
(mRNA) in determinati tipi di cellula. Questo pattern di espressione dipende prin-
cipalmente dalla linea differenziativa e dalla fase di differenziazione delle cellu-
le, ma anche dall'attivazione di specifiche vie di transduzione del segnale e dal-
l'influenza di stimoli extracellulari dovuti ad ormoni, a fattori di crescita, a cito-
chine e anche a farmaci. In generale, i “tipi” di mRNA espressi in una cellula
riflettono il corrispondente patrimonio di proteine e quindi, il pattern d’espres-
sione dei geni rispecchia in modo piuttosto preciso la biologia delle cellule nor-
mali e di quelle leucemiche. Per la determinazione del “gene expression profi-
ling” (profilo molecolare degli RNA espressi in un dato campione) si usano DNA
microarrays che possono misurare simultaneamente anche l'espressione di tutti i
circa 30.000 geni presenti nel genoma umano. 
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I microarrays del DNA vengono prodotti in due tipi principali di piattaforme. Il
primo è basato su lastre di vetro siliconato microscopiche sulle quali sono depo-
sitati cDNAs o oligonucleotidi lunghi in genere 70-80 oligomeri. Il secondo è
basato su tecniche fotolitografiche in grado di sintetizzare oligonucleotidi di 25
basi su una lastra di silicio (tecnologia brevettata da Affymetrix). Una delle dif-
ferenze principali tra le due tecnologie interessa il modo di valutazione dei livel-
li di trascrizione genica: da un lato si effettua un paragone tra l’espressione di spe-
cifici RNA in campioni diversi o tra campioni patologici e campioni normali, dal-
l’altra si può effettuare una quantificazione assoluta dei trascritti espressa in unità
convenzionali rispetto a geni di riferimento (metodo Affymetrix). Queste diffe-
renze danno origine a vantaggi e svantaggi specifici, che devono essere conside-
rati con attenzione in relazione al tipo di studio che si vuole effettuare prima della
scelta di uno o dell’altro metodo. 
Due sono i metodi statistici generalmente usati per classificare i campioni in base
al loro profilo di espressione genica. Nel primo approccio, detto “unsupervised”,
diversi sottogruppi di campioni vengono raggruppati in base al fatto che hanno un
pattern di espressione simile. Nel secondo approccio, detto “supervised”, si usano
metodi statistici per valutare la differenza di espressione genica in campioni pro-
venienti da casi già distinti sulla base di altri specifici parametri (dati clinici, tras-
locazioni cromosomiche, etc.). 
Molti ricercatori si stanno impegnando nell’uso della tecnologia dei microarrays
per studiare l’espressione genica nelle leucemie acute. Gli obiettivi di questi studi
sono quelli di capire la biologia intrinseca di queste malattie, allo scopo di miglio-
rare la classificazione alla diagnosi sulla base di marcatori in grado di stabilire
meglio la prognosi e il rischio di resistenza alle terapie attualmente in uso. Inoltre
si ritiene che questo tipo di indagine possa aiutare ad identificare nuovi potenzia-
li bersagli per approcci di terapia molecolarmente mirata. Tali obiettivi richiedo-
no ovviamente lo studio di grandi casistiche di pazienti caratterizzati in modo
adeguato dal punto di vista citogenetico e molecolare e seguiti con un dettagliato
follow-up clinico. 
Al momento tuttavia i risultati finora ottenuti da questo tipo di studi sono stati
significativi solo in alcuni settori dell’oncoematologia, in particolare per quanto
riguarda la caratterizzazione e la subclassificazione dei Linfomi Diffusi a Grandi
cellule (4). Nel settore delle LMA i risultati sono ancora preliminari e spesso non
univoci (3, 5-10). In particolare, mentre alcuni autori utilizzano un approccio
“unsupervised” e ritengono di identificare una serie di geni la cui espressione cor-
rela con l’andamento clinico indipendentemente dalla presenza o dall’assenza di
altri marcatori genetici quali specifiche traslocazioni tradizionalmente utilizzate
come marcatori prognostici, altri autori puntano su un approccio “supervised”
paragonando campioni già caratterizzati citogeneticamente e molecolarmente. In
alcuni di questi studi i risultati appaiono molto interessanti e portano a ritenere che
sarà a breve possibile determinando l’espressione di un numero molto limitato di
geni (anche solo una decina) avere un facile e accurato sistema classificativo delle
leucemie acute che permetterà non solo di distinguere banalmente le mieloidi dalle
linfoidi, ma soprattutto di identificare nel loro ambito alcuni sottogruppi specifici
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come quelli caratterizzati da specifiche traslocazioni (5, 6). Alcuni di questi grup-
pi peraltro si collocano addirittura in categorie a sè stanti. È il caso delle leucemie
caratterizzate da un riarrangiamento del gene MLL il cui “gene expression profi-
ling” si presenta come distinto sia dalle leucemie mieloidi che da quelle linfoidi e
che paiono originare da un progenitore estremamente immaturo della linea ema-
topoietica (7). Il “gene expression profiling” ha anche rivelato una inaspettata e
fondamentale differenza biologica nell’ambito delle LMA con trisomia del cro-
mosoma 8 isolata (8). Un secondo aspetto applicativo che può essere intravisto e
che è altrettanto se non più importante, è lo sviluppo di chips in grado di stabilire
attraverso l’analisi dell’espressione di un numero limitato di geni significativi, le
probabilità di risposta (o di resistenza) a specifiche terapie e quindi in ultima ana-
lisi di determinare la prognosi e di guidare il tipo di approccio terapeutico miglio-
re. Facendo seguito al primo lavoro di Gulop et al. (3) molti altri gruppi si sono
impegnati in questo settore. Un lavoro particolarmente significativo a questo
riguardo è quello che ha permesso di identificare nell’ambito delle AML “therapy-
related” due sottogruppi a prognosi diversa e che solo il “gene expression profi-
ling” permette di discriminare in quanto non direttamente correlato con altre dif-
ferenze immunofenotipiche o categorie citogenetiche (9). Risultati molto interes-
santi sono stati recentemente ottenuti anche nell’ambito delle LMA pediatriche
(10). Ci sembra interessante sottolineare che molti, anche se non tutti, i geni che
vengono attualmente evidenziati come responsabili di resistenza alla terapia o
associati ad una cattiva prognosi presentano specifici connotati funzionali, in
quanti sono geni coinvolti nel processo di proliferazione (particolarmente nella
regolazione del ciclo cellulare) o nel processo di apoptosi. Questo aspetto si pro-
spetta particolarmente importante nell’era dello sviluppo della terapia mirata con-
tro specifici bersagli molecolari. È anche probabile che una volta esauriti gli studi
preliminari che richiedono l’analisi dell’espressione di migliaia di geni e una volta
stabiliti quali tra questi geni sono quelli veramente significativi, l’analisi possa
essere effettuata attraverso sistemi in grado di determinare simultaneamente l’e-
spressione di un numero più limitato di geni, ma in modo più preciso. Questi
sistemi si basano sull’impiego di piattaforme di Real Time Quantitative PCR (RQ
PCR) e possono analizzare anche 368 geni simultaneamente. 

Proteomica

Parallelamente all’espansione del ”gene expression profiling” anche la proteomi-
ca (che si è sviluppata inizialmente dalla visualizzazione di semplici gel d’elet-
troforesi bidimensionali) è stato grandemente rivalutata grazie all’introduzione
della spettrometria di massa e alla disponibilità in rete delle grande banche dati
di proteine (11). Attualmente, per mezzo di tecnologie più specializzate quali la
cromatografia multidimensionale e la spettrometria totale, migliaia di proteine
possono essere identificate e possono essere quindi ottenute informazioni molto
specifiche sulla loro espressione differenziale nei diversi tipi cellulari.
Analogamente al “gene expression profiling” la proteomica è utile ad identifica-
re le proteine preposte ai vari processi che avvengono all'interno delle cellule,
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anche se l'analisi da sola non fornisce necessariamente informazioni circa la fun-
zione delle proteine espresse (12). Tuttavia, la proteomica con alcuni accorgi-
menti in alcune circostanze può fornire la possibilità di studiare le interazioni fisi-
che delle diverse proteine. La proteomica quindi è utile per sia le indagini su
grande scala delle proteine che per gli studi dettagliati sui rapporti funzionali fra
le proteine di interesse. Al momento, anche se tecniche di proteomica sono e sono
state molto usate in esperimenti che si prefiggono di chiarire la funzioni e le inte-
razioni di singole proteine all’interno delle cellule, non sono ancora stati pubbli-
cati studi che utilizzano il “protein expression profiling” a scopi clinico-applica-
tivi nelle LA. In parte questo è dovuto al fatto che lo studio delle proteine è di
fondo più difficile e complicato di quello degli acidi nucleici e mal si presta ad un
uso rutinario nella pratica clinica. Tuttavia è evidente che lo studio della proteo-
mica e del “gene expression profiling” si complimentano a vicenda e che dal loro
uso combinato possono derivare informazioni ancora più complete sulla biologia
delle cellule leucemiche. Questi dati saranno utili a scoprire la base delle infor-
mazioni che un giorno ricercheremo anche a scopi clinici, indipendentemente dal
tipo di test che utilizzeremo e che sarà comunque condizionato da parametri quali
la facilità, la semplicità e la riproducibilità di esecuzione.
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Classificazione citogenetica delle LAM:
impatto prognostico e terapeutico

Introduzione

Notevoli progressi sono stati compiuti in questi ultimi trent’anni nella compren-
sione dei meccanismi molecolari che sottendono la patogenesi delle LAM. È
stato dimostrato che per lo sviluppo della malattia è necessaria la mutazione di
geni [“fms-like tyrosine kinase 3” (FLT3), c-KIT, N-RAS] che codificano per
proteine ad attività tirosina chinasica, con conseguente attivazione costitutiva
della proteina stessa, e di geni [AML1, GATA1, “CCAAT/enhancer binding pro-
tein alpha”(CEBPA)] che codificano per fattori trascrizionali necessari per una
normale maturazione delle cellule emopoietiche. La citogenetica convenzionale
ha avuto un ruolo fondamentale nell’identificazione di quest’ultima classe di
geni. L’analisi cromosomica ha infatti individuato traslocazioni bilanciate non
casuali strettamente correlate ad un particolare citotipo FAB di LAM o associate
a entità clinico-biologiche peculiari all’interno di uno stesso citotipo.
Successivamente, metodiche di biologia molecolare hanno consentito d’identifi-
care i geni mappati a livello dei punti di rottura della traslocazione e di dimostra-
re che il risultato del riarrangiamento cromosomico è costituito dalla creazione di
geni di fusione che alterano la normale funzione di entrambi i geni coinvolti nella
traslocazione. Le due classi di mutazioni geniche più sopra riportate cooperano
per la patogenesi delle LAM: la mutazione dei geni che codificano per le tirosi-
ne chinasi garantisce l’eccessiva proliferazione della popolazione neoplastica,
quella dei geni che codificano per fattori trascrizionali garantisce invece il bloc-
co differenziativo.
La migliore conoscenza delle basi molecolari della malattia ha determinato un
significativo e progressivo sviluppo della terapia delle LAM. La moderna che-
mioterapia induce una remissione nel 50-80% dei pazienti con LAM de novo, ma
nonostante la terapia di consolidamento la maggior parte dei pazienti può pre-
sentare una ripresa della malattia. Ciò ha portato alla continua ricerca di parame-
tri biologici e clinici che possano guidare le scelte terapeutiche, predire la rispo-
sta alla chemioterapia ed il possibile decorso clinico della malattia. I parametri
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che sino ad oggi hanno presentato un rilevante significato prognostico nelle LAM
sono stati l’età, l’assetto cromosomico della popolazione leucemica, il valore dei
globuli bianchi e la risposta alla chemioterapia d’induzione. Varie casistiche
hanno però dimostrato che il cariotipo è il fattore prognostico di gran lunga più
importante. Infatti, l’assetto citogenetico consente di suddividere i pazienti in tre
categorie che mostrano una diversa percentuale di risposta ai protocolli di che-
mioterapia, una diversa sopravvivenza libera da malattia e una diversa sopravvi-
venza complessiva. Quattro grandi studi hanno riportato che a 5 anni sopravvive
il 35-65% dei pazienti a cariotipo favorevole, il 15-40% di quelli con cariotipo
intermedio e meno del 20% di quelli a cariotipo sfavorevole. L’assetto cromoso-
mico della popolazione leucemica però non solo permette d’identificare pazienti
per i quali dovrebbero essere avviate procedure terapeutiche diversificate, ma
consente altresì d’individuare pazienti particolarmente sensibili ad uno specifico
tipo di trattamento. Per comprendere questa affermazione basti pensare alla rispo-
sta terapeutica che si ottiene nei pazienti con t(15;17)(q22;q21) trattati con acido
all-trans retinico o con triossido d’arsenico.

Classificazione citogenetica delle LAM 

I pazienti con LAM possono presentare traslocazioni cromosomiche, anomalie
numeriche, delezioni di particolari regioni cromosomiche. Indubbiamente le tras-
locazioni sono le anomalie citogenetiche più frequenti avendo un’incidenza del
40-60% a seconda delle varie casistiche. Anomalie numeriche vengono identifi-
cate nel 10% dei pazienti e delezioni cromosomiche nel 5% dei casi.
Le traslocazioni cromosomiche possono coinvolgere i seguenti geni:

1. Core binding factor
2. Recettore alfa dell’acido retinoico
3. Mixed Lineage Leukemia (MLL)
4. Coattivatori della trascrizione
5. Altri geni 

Traslocazioni coinvolgenti il Core binding factor (CBF)
Due sono le più frequenti traslocazioni all’interno di questo gruppo, la
t(8,21)(q22;q22)e la t(16;16)(p13;q22)/inv(16)(p13q22). 
La t(8;21)(q22;q22) si osserva nel 10% dei pazienti con LAM e nel 30-40% dei
casi con citotipo M2. All’indagine immunofenotipica la popolazione neoplastica
è caratteristicamente CD19, CD13, CD34 e talvolta CD56 positiva. La trasloca-
zione coinvolge i geni ETO, mappato in 8q22, ed il gene AML1, mappato in
21q22. Quest’ultimo codifica per la subunità alfa dell’eterodimero “Core Binding
Factor”. È questa subunità che attraverso il “runt homology domain” (RHD) con-
sente al CBF di legarsi direttamente al DNA. In tal modo il gene AML1 si com-
porta da attivatore dei processi trascrizionali. Infatti esso attraverso l’interazione
con p300 e con la “CREB binding protein” induce l’acetilazione degli istoni.
Viceversa la traslocazione fonde la regione RHD di AML1 a tutto il gene ETO.
Sul cromosoma 21 coinvolto nella traslocazione si crea così il gene di fusione
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AML1/ETO che blocca i processi trascrizionali sia tramite la sua azione domi-
nante negativa nei confronti del gene AML1 normale sia tramite il legame che si
stabilisce tra le regioni “Zinc fingers” di ETO ed un complesso che reprime la
traslocazione.
La t(16;16)(p13;q22)/inv(16)(p13q22) si osserva invece nel 10-12% delle LAM,
ma la sua incidenza potrebbe essere sottostimata perchè l’anomalia, coinvolgen-
do bande cromosomiche poco colorate dalle metodiche di bandeggio routinaria-
mente impiegate, potrebbe passare inosservata all’analisi cromosomica conven-
zionale. L’anomalia citogenetica si trova caratteristicamente correlata ad un qua-
dro di LAM a citotipo M4-M5 con alterazione degli eosinofili che presentano una
commistione di granuli eosinofili e basofili. Il riarangiamento determina la fusio-
ne tra il gene che codifica per la subunità beta del CBF (CBFB) ed il gene
SMMHC, che codifica per la catena pesante della miosina. Il gene di fusione
CBFB/SMMHC svolge un azione dominante negativa nei confronti di AML1.

Traslocazioni coinvolgenti il recettore alfa dell’acido retinico (RARA) 
La traslocazione più frequente all’interno di questo gruppo è la
t(15;17)(q22;q12), che coinvolge il gene PML, mappato alla banda q22 del cro-
mosoma 15 ed il gene RARA, mappato alla banda q12 del cromosoma 17. La
traslocazione è specificamente correlata ad una diagnosi di leucemia acuta pro-
mielocitica (LAM M3). Il punto di rottura all’interno del gene PML può avveni-
re in tre diverse regioni chiamate BCR1, BCR2 e BCR3; viceversa il punto di rot-
tura in RARA cade sempre nel secondo introne del gene. Il gene di fusione
PML/RARA, presente sul cromosoma 15 riarrangiato, determina un blocco tra-
scrizionale sia attraverso un’azione dominante negativa nei confronti del gene
RARA normale sia attraverso l’attivazione di un complesso che reprime la tra-
scrizione. L’inattivazione di quest’ultimo complesso si ottiene in presenza di dosi
farmacologiche di acido all-trans retinico (ATRA). È questo il meccanismo con
cui l’ATRA induce la remissione nei pazienti con LAM M3.
Il gene RARA è coinvolto anche nella traslocazione t(11;17). In questo caso il
gene che partecipa al riarrangiamento è “Promyelocytic Leukemia Zinc Finger”
(PLZF). La traslocazione determina la creazione di due geni di fusione
PLZF/RARA, sul cromosoma 11 anomalo, e RARA/PLZF, sul cromosoma 17
anomalo. La cellula esprime entrambi i geni di fusione. Il gene PLZF/RARA
blocca i processi trascrizionali e l’espressione di geni cruciali per la differenzia-
zione mieloide tramite il legame che si stabilisce tra PLZF e un sistema repres-
sorio della trascrizione. Il gene RARA/PLZF attiva i processi trascrizionali ed
induce la proliferazione della popolazione neoplastica. Caratteristicamente i
pazienti con t(11;17)(q23;q12) non sono responsivi all’ATRA che anche a dosi
farmacologiche non riesce ad eliminare il legame ad alta affinità creatosi tra
PLZF ed il complesso che reprime la trascrizione.

Traslocazioni coinvolgenti MLL
Il gene MLL, mappato alla banda 11q23, si trova riarrangiato con almeno qua-
ranta partner diversi. Il riarrangiamento della banda 11q23, che sul piano morfo-
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logico è strettamente associato ad una LAM a citotipo M4-M5, si osserva nel 50-
60% delle LAM del bambino, nel 4% delle LAM de novo dell’adulto e nell’80%
delle LAM secondarie. Il punto di rottura all’interno di MLL si localizza in una
regione di 8.3 kilobasi che contiene gli esoni 5-11. Nelle forme de novo il punto
di rottura si trova verso l’estremità 5’ del gene, mentre nelle forme secondarie
verso l’estremità 3’. Il gene di fusione MLL/N, che si crea sul cromosoma 11 tras-
locato contiene le regioni “AT” (che consentono il legame al DNA) e la regione
CxxC (che funziona da repressore della trascrizione) di MLL. I geni partner(N)
di MLL codificano per proteine di segnale a sede citoplasmatica o per fattori
nucleari che partecipano ai processi trascrizionali. Il potere trasformante del gene
chimerico MLL/N dipende dalla perdita di un allele di MLL con successiva atti-
vazione dell’altro allele, mentre il fenotipo della popolazione leucemica dipende-
rebbe dal gene partner di MLL nella traslocazione.

Traslocazione di coattivatori della trascrizione
Le più frequenti traslocazioni all’interno di questo gruppo sono la
t(8;16)(p11;p13) e la t(11;16)(q23;p13). Si tratta di riarrangiamenti cromosomici
rari (incidenza 0.5-1%), strettamente correlati a citotipo M5, a prognosi sfavore-
vole. 
La traslocazione 8;16 determina il riarrangiamento del gene MOZ, mappato in
8p11, con il gene CBP, mappato in 16p13. Entrambi i geni codificano per protei-
ne che determinano l’acetilazione degli istoni. Il potere trasformante della protei-
na chimerica MOZ/CBP dipenderebbe da un “gene dosage effect”. La trasloca-
zione si associa sul piano morfologico a quadri di eritrofagocitosi da parte dei
blasti leucemici e sul piano clinico a coagulazione intravasale disseminata, fre-
quente interessamento del CNS, scarsa risposta alla chemioterapia.
La traslocazione 11;16 determina il riarrangiamento tra il gene MLL, mappato in
11q23, ed il gene CBP. La proteina chimerica MLL/CBP attiva il processo di leu-
cemogenesi perché il gene CBP perde le regioni necessarie a connettere i vari fat-
tori trascrizionali e preposte al controllo del ciclo cellulare. Si tratta di un’ano-
malia che seppure rara determina una prognosi sfavorevole.

Altre traslocazioni
Tra queste bisogna ricordare la traslocazione t(6;9)(p23;q34), che determina il
riarrangiamento del gene DEK, mappato in 6p23, con il gene CAN, mappato in
9q34. La traslocazione non si associa ad alcun particolare citotipo di LAM. Il
gene di fusione DEK/CAN svolge un ruolo fondamentale nella patogenesi della
malattia poiché altera l’espressione di CAN e determina la perdita della sua fun-
zione di “chaperon” tra nucleo e citoplasma a favore di varie proteine. In tal modo
il trascritto chimerico determinerebbe un arresto del ciclo cellulare nella fase G0.

Alterazioni molecolari

Come già riportato il 40-60% delle LAM non presenta alcun tipo di alterazione
cromosomica all’indagine citogenetica convenzionale. In questi pazienti lo studio
del cariotipo non fornisce alcun tipo di informazione. Si tratta di un gruppo ete-
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rogeneo di pazienti caratterizzato da una variabile risposta ai protocolli di che-
mioterapia e da un decorso clinico quanto mai imprevedibile. Queste osservazio-
ni facevano però supporre che le LAM a cariotipo normale potessero in realtà pre-
sentare la mutazione di nuovi marcatori molecolari in grado di sostituirsi alla
citogenetica convenzionale nel fornire valide informazioni prognostiche. Sino ad
oggi i geni la cui mutazione è risultata avere un’importante impatto sul decorso
clinico della malattia sono i seguenti:
1. Fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3)
2. N-RAS
3. c-KIT
4. MLL “Partial tandem duplication”
5. “CCAAT/enhancer binding protein alpha” (C/EBPA) 
6. WT1

FLT3
Il gene FLT3, mappato alla banda q21 del cromosoma 13, codifica per una pro-
teina recettoriale ad attività tirosina kinasica di classe III. Quando tale proteina
lega il proprio ligando, una proteina espressa dalle cellule stremali, si ha la dime-
rizzazione del recettore e l’attivazione della kinasi.Due sono le mutazioni in
grado d’indurre l’attivazione costitutiva della kinasi:
- l’“Internal tandem duplication” (ITD), che consiste nella duplicazione di un

frammento della regione iuxtamembrana, comprendente gli esoni 1 e 12. Il
frammento, lungo 20-200kb, si fonde “in-frame” con la restante porzione del
gene. La mutazione consente alla proteina recettoriale di formare dimeri in
assenza del ligando e quindi determina l’attivazione costitutiva della kinasi
anche in assenza del ligando; 

- mutazioni che colpiscono gli amminoacidi specifici situati a livello della
regione denominata “activation loop” (AL) che svolge un’attività inibitoria
nei confronti della kinasi. Infatti in assenza del ligando tale regione assume
una configurazione ad elica che impedisce l’attivazione della kinasi, mentre in
presenza del ligando assume una configurazione rilasciata che consente l’atti-
vazione della kinasi stessa. La mutazione fissa l’AL in configurazione rila-
sciata causando l’attivazione costitutiva della kinasi.

L’ITD ha un’incidenza del 35-40% e si osserva soprattutto nei pazienti a carioti-
po normale mentre la mutazione dell’AL si osserva nel 7% circa delle LAM a
cariotipo normale.

N-RAS
Mutazioni a carico di questo gene sono state osservate nel 10-30% dei pazienti
con LAM. Si tratta di alterazioni geniche che colpiscono gli esoni 12, 13 e 63.
RAS codifica per una proteina ad attività GTPasica che lega GDP/GTP e parteci-
pa ai meccanismi di trasduzione del segnale. L’attivazione di RAS avviene ad
opera di una molecola adattatoria Grb2 e della proteina SOS, che scambia il
nucleotide guanina favorendo il passaggio di RAS-GDP a RAS-GTP.
Normalmente il ritorno a RAS-GDP avviene ad opera dell’attività GTPasica di
RAS. Le mutazioni, bloccando l’idrolisi di RAS-GTP, stabilizzano RAS nella sua
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forma attivata. Le mutazioni determinano quindi un’eccessiva proliferazione cel-
lulare ed un blocco dei processi di morte cellulare.

c-KIT
Codifica anch’esso per una proteina ad attività recettoriale dotata di attività tiro-
sina kinasica. L’attivazione di quest’ultima si sviluppa quando tale proteina lega
il proprio ligando, lo “Steel Factor”, formando dimeri. Le mutazioni di c-KIT si
sviluppano nel 10% dei pazienti con LAM. Si tratta di delezioni, inserzioni,
mutazioni puntiformi. Le mutazioni di c-KIT inducono l’attivazione costitutiva
della kinasi in assenza del ligando in quanto inducono la formazione di omodi-
meri. Inoltre anche per questo gene sono state descritte mutazioni che colpiscono
la regione AL.

MLL “Partial tandem duplication” (PTD)
Si osserva nel 10% delle LAM a cariotipo normale e nell’80% delle LAM che
presentano la trisomia 11 alla citogenetica convenzionale. Tale mutazione consi-
ste nella duplicazione di una porzione interna del gene MLL. Il segmento dupli-
cato può comprendere gli esoni 2-6 o gli esoni 2-8. In entrambi i casi si ritiene
che la mutazione possa essere dovuta ad un evento ricombinatorio a livello delle
sequenze ALU omologhe.

C/EBPA 
Tale gene, mappato alla banda q13.1 del cromosoma 19 e ricco in guanina e cito-
sina, codifica per un fattore trascrizionale che svolge un ruolo cruciale nella mie-
lopoiesi. Siccome C/EBPA è espresso durante la differenziazione in senso mielo-
monocitico e la sua espressione aumenta esponenzialmente durante la differenza-
zione mieloide, si ritiene che le sue mutazioni possano indurre un blocco matu-
rativo LAM specifico. Le mutazioni di C/EBPA hanno un’incidenza del 7% e si
osservano soprattutto nelle LAM a citotipo M2 con t(8;21) o in quelle a carioti-
po normale. Le mutazioni possono risultare nella sintesi di una proteina tronca ad
attività dominante negativa o nella sintesi di una proteina incapace di legarsi al
DNA.

WT1
Si tratta del gene del Wilm’s tumor, mappato in 11p13. Il gene, un “tumor sup-
pressor gene”, codifica per un fattore trascrizionale a dito di zinco. Nel midollo
osseo normale e nel sangue periferico l’esperssione di WT1 è estremamente bassa
ed è spesso non dimostrabile anche da parte della RT PCR. Viceversa il 50% circa
delle LAM presenta un’aumentata espressione del gene. Vari studi hanno tentato
d’individuare le controparti normali della cellule che sovraesprime WT1, ma tali
sforzi sono stati sino ad ora infruttuosi. È tuttora sconosciuto il fenomeno per cui
le cellule leucemiche esprimono alti livelli di WT1.

Significato prognostico dell’anomalia citogenetica

L’importante impatto prognostico del cariotipo nelle LAM era già stato dimo-
strato da vari studi condotti negli anni ’80 ed era stato confermato
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dall’“International Workshop on Chromosomes in Leukemia”. Le casistiche di
allora avevano però arruolato un piccolo numero di pazienti, spesso sottoposti a
diversi protocolli di chemioterapia. Ciò aveva fatto sì che fossero messi in dis-
cussione sia il significato prognostico indipendente dell’assetto citogenetico sia
la capacità dell’anomalia cromosomica presente alla diagnosi di guidare le possi-
bili scelte terapeutiche. Già allora comunque la maggior parte degli studi riporta-
va che la presenza di un inv(16) si associava ad un decorso clinico favorevole
mentre la presenza di monosomia 7 (-7), di –5/del(5q) e di un cariotipo con più
di tre alterazioni cromosomiche si associava ad un decorso clinico sfavorevole.
Questi dati facevano supporre che l’alterazioni cromosomica potesse riflettere
differenze biologiche della leucemia che trascendevano la sensibilità della popo-
lazione leucemica a quel particolare tipo di trattamento. Tuttavia non sempre vi
era consenso sul significato prognostico dell’alterazione cromosomica osservata.
Ad esempio la t(8;21) e la t(15;17) erano talvolta considerate a prognosi favore-
vole talaltra a prognosi intermedia. A partire dalla fine degli anni ’90 vari studi
prospettici hanno confermato il valore prognostico del cariotipo, definendo in
modo più corretto la risposta alla chemioterapia, il rischio di recidiva ed la
sopravvivenza correlate ad un particolare difetto cromosomico. 
Una delle casistiche più ampie (1512 pazienti) che ha sicuramente portato un con-
tributo fondamentale a tale riguardo è stata quella di Grimwade e collaboratori
(1998). Paragonando la risposta alla chemioterapia d’induzione, il rischio di reci-
diva e la sopravvivenza globale dei pazienti a cariotipo normale a quella dei
pazienti con le varie alterazioni cromosomiche gli Autori sono riusciti ad indivi-
duare tre classi di LAM a diverso decorso clinico. I pazienti a cariotipo favore-
vole erano quelli che presentavano la t(8;21), l’inv(16) e la t(15;17) da sole o
associate ad altre anomalie. Per questo gruppo di LAM la percentuale di remis-
sione era 87-98%, il rischio di recidiva a cinque anni 29-42% ed la sopravviven-
za a cinque anni 61-69%. Nessun paziente di questa classe aveva presentato una
malattia resistente. Viceversa i pazienti a cariotipo sfavorevole erano quelli che
presentavano -7, -5/del(5q), anomalie delle braccia lunghe del cromosoma 3,
t(9;22), t(6;9) e cariotipo complesso. Per questo gruppo di LAM la percentuale di
remissione era 42-67%, il rischio di recidiva a cinque anni 68-90%, mentre la
sopravvivenza a cinque anni 4-21%. Il 15-46% dei pazienti appartenenti a questo
gruppo presentava una malattia resistente. I pazienti a cariotipo intermedio erano
quelli che presentavano trisomia 8 (+8), normale assetto citogenetico, anomalie
della banda 11q23, del(9q), del(7q),+21,+22. Per questo gruppo di LAM la per-
centuale di remissione era 76-100%, il rischio di recidiva a cinque anni era 44-
60%, mentre la sopravvivenza a cinque anni era 23-60%. Il 20-46% di pazienti
appartenenti a questo gruppo presentava una malattia resistente.
In uno studio successivo, che era stato condotto su un campione di 1065 pazien-
ti con età mediana di 65 anni e che aveva utilizzato la stessa suddivisione citoge-
netica, Grimwade e collaboratori (2001) avevano confermato le osservazioni fatte
in precedenza. I pazienti a cariotipo favorevole presentavano una percentuale di
remissione del 63-87%, un rischio di recidiva a cinque anni del 26-89%, una
sopravvivenza a cinque anni del 17-38%. Il 5-13% dei pazienti appartenenti a
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questo gruppo presentava una malattia resistente. I pazienti a cariotipo interme-
dio presentavano una percentuale di remissione del 51-86%, un rischio di recidi-
va a cinque anni del 78-100%, una sopravvivenza a cinque anni dello 0-15%. Il
17-30% dei pazienti appartenenti a questo gruppo presentava una malattia resi-
stente. I pazienti appartenenti al gruppo a prognosi sfavorevole presentavano una
percentuale di remissione del 26-45%, un rischio di recidiva a cinque anni
dell’81-91%, una sopravvivenza a cinque anni del 2-7%. Il 41-56% dei pazienti
appartenenti a questo gruppo presentava una malattia resistente.
Un altro studio (Slovak et al, 2000) aveva valutato l’impatto della citogenetica
sulla percentuale di remissione completa, sul rischio di recidiva e sulla sopravvi-
venza in 609 pazienti sottoposti a tre tipi di terapia intensiva post-remissione:
chemioterapia intensiva, trapianto autologo, trapianto allogenico. I pazienti a
cariotipo favorevole erano quelli con t(8;21), t(15;17),inv(16) con o senza ano-
malie aggiuntive ma senza del(9q) e con traslocazione non facente parte di un
cariotipo complesso; i pazienti a cariotipo intermedio erano quelli con assetto
citogenetico normale, +8,+6,-Y, del(12p); i pazienti a cariotipo sfavorevole erano
quelli con -5/del(5q),-7/del(7q), anomalie delle braccia lunghe del cromosoma
3,del(9q), 11q,20q,21q,17p,t(6;9),t(9;22),cariotipo complesso. Un quarto gruppo
di pazienti comprendeva quelli con tutte le altre anomalie. La percentuale di
remissione era statisticamente diversa tra i tre gruppi di pazienti, essendo 84% per
quelli a prognosi favorevole, 76% per quelli a prognosi intermedia e 53% per
quelli a prognosi sfavorevole. La risposta clinica era strettamente correlata all’as-
setto citogenetico, al performance status ed alla presenza di febbre alla diagnosi.
Anche la sopravvivenza tra i tre diversi gruppi prognostici di pazienti variava in
modo significativo. All’interno del gruppo a cariotipo complesso i pazienti che
presentavano anomalie dei cromosomi 5 e 7 insieme al cariotipo complesso pre-
sentavano una percentuale di remissione completa del 37% ma erano tutti morti
entro due anni e mezzo dalla diagnosi, quelli senza coinvolgimento di tali cro-
mosomi mostravano una percentuale di remissione completa del 68% anche se
questo non si traduceva in una più lunga sopravvivenza. Considerando la terapia
post-remissione, la sopravvivenza a cinque anni era 57% per i pazienti con cario-
tipo favorevole, 48% per quelli con cariotipo intermedio e 23% per quelli con
cariotipo sfavorevole. Quest’ultimo gruppo di pazienti mostrava un rischio di
ricaduta doppio rispetto a quello dei pazienti a cariotipo favorevole. La differen-
za nella sopravvivenza osservata tra le tre braccia del trattamento post-remissio-
ne (chemioterapia intensiva, trapianto autologo, trapianto allogenico) era margi-
nalmente significativa se si considerava solo il tipo di trattamento ma diveniva
altamente significativa se veniva considerato l’assetto citogenetico. Nel gruppo a
cariotipo favorevole i pazienti sottoposti ad autotrapianto mostravano la migliore
sopravvivenza, mentre quelli trattati con la chemioterapia intensiva la peggiore;
l’opposto si osservava per i pazienti a cariotipo intermedio. In questo gruppo i
pazienti sottoposti ad autotrapianto presentavano una sopravvivenza a 5 anni del
35%, mentre quelli sottoposti a trapianto allogenico o a chemioterapia intensiva
del 50%. All’interno del gruppo a cariotipo sfavorevole i pazienti sottoposti a tra-
pianto allogenico mostravano la migliore sopravvivenza (44% a cinque anni)
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mentre quelli sottoposti ad autotrapianto di midollo osseo o a chemioterapia
intensiva la peggiore (15% a cinque anni). 
Una casistica successiva (Byrd e Collaboratori 2002), che riguardava 1213
pazienti, dimostrò che i pazienti con t(8;21), inv(16), t(15;17) mostravano un
decorso clinico significativamente migliore rispetto ai cariotipi normali (percen-
tuale di RC 91% versus 68%; rischio di recidiva a cinque anni 47% versus 66%,
sopravvivenza a cinque anni 54% versus 24%).In questo studio i pazienti con
t(8,21), inv(16), t(15;17) con o senza anomalie aggiuntive e facenti parte o meno
di un cariotipo complesso venivano considerati a prognosi favorevole; i pazienti
con (9;11) a prognosi intermedia e quelli con cariotipo complesso a prognosi sfa-
vorevole. Per individuare il significato prognostico delle altre anomalie cromoso-
miche quelle associate ad una percentuale di remissione, di recidiva e di soprav-
vivenza superiori o inferiori a quelle dei pazienti a cariotipo normale venivano
incluse nel gruppo a prognosi favorevole o sfavorevole, mentre quelle che pre-
sentavano percentuali simili venivano incluse nel gruppo a prognosi intermedia.
In questo modo la percentuale di remissione completa nei tre gruppi era 88%,
67% e 32%; l’incidenza di recidiva a cinque anni era 51%, 67% e 92% rispetti-
vamente; la sopravvivenza a cinque anni era del 55%, 24% e 5% rispettivamente.
In analisi multivariata il cariotipo sfavorevole si associava ad un rischio di recidi-
va tre volte superiore rispetto a quello del cariotipo intermedio e quattro volte
superiore rispetto a quello del cariotipo favorevole; il cariotipo intermedio ad un
rischio di recidiva una volta e mezzo rispetto a quello del cariotipo favorevole.
Inoltre il cariotipo sfavorevole si associava ad un rischio di morte due volte supe-
riore rispetto a quello del cariotipo intermedio e quattro volte superiore rispetto a
quello del cariotipo favorevole; il cariotipo intermedio ad un rischio di recidiva
due superiore rispetto a quello del cariotipo favorevole.

Significato prognostico di alcune anomalie

t(8;21),inv(16) e t(15;17)
Schoch e collaboratori (1997) hanno riportato che i pazienti con trisomia 8 asso-
ciata a tali anomalie del cariotipo presentavano una percentuale di remissione del
90% ed una sopravvivenza libera da malattia a tre anni del 55%. Inoltre lo stesso
Autore (1996) aveva riportato che i pazienti con del(9q) e t(8;21) avevano una
mediana di sopravvivenza significativamente più breve rispetto a quella dei
pazienti con la sola t(8;21), 12.5 mesi verso una mediana non raggiunta. Nello
studio di Slovak e collaboratori (2001) i pazienti con del(9q) sembravano avere
un decorso clinico simile a quello dei pazienti a cariotipo intermedio, presentan-
do una sopravvivenza mediana di venti mesi ed una sopravvivenza a cinque anni
del 27%. Uno studio del “Medical Research Council” ha riportato che a cinque
anni la sopravvivenza dei pazienti con del(9q), associato a t(8;21), da solo e asso-
ciato ad altre anomalie era 80%, 36%, 33% rispettivamente.
Un’osservazione analoga era stata fatta anche per le anomalie cromosomiche che
accompagnavano la t(15;17). Si era ipotizzato che il difetto cromosomico aggiun-
tivo potesse rendere la cellula leucemica meno sensibile alla terapia con ATRA. 
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Le casistiche di Grimwade e collaboratori (1998 e 2001) hanno però smentito che
un difetto aggiuntivo del cariotipo possa in qualche modo alterare il decorso cli-
nico favorevole dei pazienti con t(8;21),inv(16) e t(15;17). Ciò è stato conferma-
to dalla casististica di Byrd e collaboratori, ma è stato smentito dalla casistica di
Sclenk e collaboratori (2004) che comprendeva 392 pazienti. In questo studio la
perdita del cromosoma Y nei pazienti con t(8;21) si associava ad una più breve
sopravvivenza mentre la trisomia 22 in quelli con inv(16) si associava ad una più
lunga sopravvivenza. 
Nel 1998 Bloomfield e collaboratori hanno riportato che i pazienti con le traslo-
cazioni coinvolgenti il CBF o con cariotipo normale sono particolarmente sensi-
bili all’impiego di citosina-arabinoside ad alte dosi come terapia di consolida-
mento della remissione. In un primo momento questa osservazione era stata fatta
nei pazienti con t(8;21). Nello studio di Byrd e collaboratori (1999) i pazienti con
tale traslocazione erano sottoposti ad uno o a più di tre cicli di ara-C ad alte dosi.
Questo ultimo gruppo di pazienti presentava un a sopravvivenza mediana libera
da recidiva superiore a 35 mesi e una percentuale di recidiva a cinque anni del
19% mentre i pazienti che avevano ricevuto un solo ciclo di tale terapia avevano
mostrato una mediana di sopravvivenza libera da malattia di 10.5 mesi ed una
percentuale di recidiva del 62%. Anche la sopravvivenza globale a cinque anni
dei due gruppi di pazienti era significativamente diversa essendo 76% per i
pazienti che avevano ricevuto più di tre cicli di ara-c ad alte dosi e 44% per quel-
li che avevano ricevuto un solo ciclo di chemioterapia. Recentemente, l’efficacia
delle alte dosi di ara-c ripetute per più di tre cicli è stata confermata anche nei
pazienti con inv(16)/t(16;16) (Byrd et al., 2004). In questo gruppo di pazienti
quelli trattati con più di tre cicli mostravano una sopravvivenza libera da malattia
a cinque anni del 57%, un’incidenza di recidiva del 43%, mentre quelli che ave-
vano ricevuto un solo ciclo presentavano una sopravvivenza libera da malattia del
30% ed un’incidenza di recidiva del 70%. Tuttavia tra i due gruppi non vi era una
differenza statisticamente significativa per la sopravvivenza globale. 
Quest’ultimo dato rifletteva l’elevata percentuale di successo della terapia di sal-
vataggio che consisteva nel trapianto autologo o allogenico di midollo osseo.

Riarrangiamento della banda 11q23

Nel 1998 Grimwade e collaboratori avevano considerato la delezione delle brac-
cia lunghe del cromosoma 7 ed i riarrangiamenti della banda 11q23 come ano-
malie a significato prognostico intermedio. I pazienti con del(7q) come unica
anomalia presentavano un decorso clinico simile a quello dei cariotipi normali.
Pertanto la prognosi sfavorevole da sempre associata a tale alterazione cromoso-
mica poteva dipendere dal fatto che essa era frequentemente riscontrata nei
pazienti a cariotipo complesso. Già in precedenza il “Fourth International
Workshop on Chromosomes in Leukemia” aveva dimostrato un decorso clinico
intermedio per i pazienti con tale delezione in assenza di anomalie del cromoso-
ma 5.
I pazienti con t(11;V)(q23;?) costituivano un gruppo estremamente eterogeneo.
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All’interno di questo gruppo i pazienti con t(9;11)(p22;q23) avevano mostrato
una tendenza non statisticamente significativa verso un decorso clinico più favo-
revole rispetto a quello dei pazienti con t(11;V), dove V sta ad indicare un part-
ner diverso dal cromosoma 9. In questa casistica quindi il riarrangiamento della
banda 11q23 venne considerato a prognosi intermedia. Già nel 1997 Mrozek e
collaboratori avevano riportato che i pazienti con t(9;11) mostravano una pro-
gnosi significativamente più favorevole rispetto a quelli con t(11;V). Da allora
tale osservazione aveva ricevuto varie conferme e smentite. Slovak e collaborato-
ri (2000) e Buchner e collaboratori (1999), considerando l’importante variabilità
nella percentuale di remissione riportata per i pazienti con traslocazione della
banda 11q23 indipendentemente dal cromosoma partner nella traslocazione, ave-
vano considerato tale riarrangiamento a prognosi sfavorevole. 
Nel 2002 Byrd e collaboratori riportarono che il decorso clinico associato alla tras-
locazione della banda 11q23 dipendeva dal cromosoma partner nella traslocazio-
ne. Infatti mentre i pazienti con t(9;11) presentavano una percentuale di remissio-
ne, di recidive ed una sopravvivenza globale simili a quelle dei cariotipi normali,
i pazienti con t(6;11) e con t(11;19) presentavano una sopravvivenza significativa-
mente peggiore con nessun paziente sopravvivente a 5 anni ed un rischio di reci-
diva significativamente più alto sebbene avessero una percentuale di remissione
simile a quella dei cariotipi normali. Pertanto i pazienti con t(9;11) erano stati
inclusi nel gruppo a prognosi intermedia, mentre quelli con t(11;V) nel gruppo a
prognosi sfavorevole. Tale differenza non è stata dimostrata da una casistica suc-
cessiva che includeva 54 pazienti con traslocazioni a carico della banda 11q23
(Schoch e collaboratori 2003). Questo studio ha dimostrato che i pazienti con
t(11;V) mostravano una prognosi più simile a quella dei cariotipi sfavorevoli che
non a quella dei cariotipi intermedi. Le LAM de novo con riarrangiamenti di MLL
presentavano una sopravvivenza globale migliore rispetto a quella delle forme
secondarie con MLL traslocato (10 verso 2.5 mesi). Non vi era inoltre differenza
tra la sopravvivenza dei pazienti con t(9;11) e con t(11;V) (10 verso 8.9 mesi). 

Significato prognostico dell’anomalia molecolare

FLT3
Una casistica cha comprendeva 70 pazienti aveva inizialmente dimostrato che la
ITD del gene comporta una prognosi sfavorevole (Rombouts et al 2000). In que-
sto studio la percentuale di remissione per i pazienti senza la mutazione era
79.6% mentre quella dei pazienti con la mutazione era 47.1%. Dopo ventitre mesi
di follow-up recidivava il 25.6% dei pazienti senza la mutazione ed il 75% dei
pazienti con la mutazione. Queste osservazioni sono state confermate da due studi
successivi. Nella casistica di Abu-Dhurier e collaboratori (2000) i pazienti con la
mutazione presentavano una sopravvivenza significativamente migliore rispetto a
quella dei pazienti senza la mutazione (medie 12.8 verso 29 mesi). Inoltre il 90%
dei pazienti con la mutazione moriva entro diciotto mesi dalla diagnosi. La muta-
zione manteneva il proprio significato prognostico sia nelle LAM a basso rischio
che in quelle ad alto rischio. Nella casistica di Kottaridis e collaboratori (2001),
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comprendente 854 pazienti, la mutazione aveva avuto un’incidenza del 27%. Essa
si associava ad una percentuale di remissione completa del 78%, ad un’incidenza
di morte in induzione dell’11%, ad un rischio di recidiva a 5 anni del 64%, ad una
sopravvivenza libera da malattia a cinque anni del 30%, ad una sopravvivenza a
cinque anni del 32%. Tali dati erano tutti significativamente diversi rispetto a
quelli osservati nei pazienti senza la mutazione che peresentavano le seguenti per-
centuali 84%, 7%, 44%,46% e 44%. Queste osservazioni hanno ricevuto varie
conferme (Fröhling et al., 2002).
Un’altra casistica ha invece dimostrato che la mancanza di alleli “wild-type” di
Flt3 nei pazienti con citogenetica normale o con l’ITD del gene si associava ad
un decorso clinico sfavorevole (Whitman et al 2001). In questa casistica i pazien-
ti con l’ITD del gene presentavano una sopravvivenza libera da malattia peggio-
re rispetto a quella dei pazienti con entrambi gli alleli wild-type (wt/wt) ma una
sopravvivenza complessiva sovrapponibile. Lo studio identificava tre categorie
prognostiche di pazienti: Flt3wt/wt, Flt3ITD/wt e Flt3ITD/-. Quest’ultimo presentava
una percentuale di remissione completa simile a quella degli altri due gruppi, ma
una sopravvivenza libera da malattia a dodici mesi solo del 17% (71% per i
pazienti Flt3wt/wt e 51% per quelli Flt3ITD/wt) ed una sopravvivenza complessiva a
dodici mesi solo del 13% (46% per i pazienti Flt3wt/wt e 46% per quelli Flt3ITD/wt).
Uno studio recente ha riportato che i pazienti con livelli di espressione del gene
Flt3 superiori a 200.000 copie/?g di RNA avevano una bassa percentuale di
remissioni (2% circa), mentre quelli con livelli di espressione inferiori avevano
una percentuale di remissioni del 69% (Ozeki et al, 2004).

N-RAS
Gli studi riguardanti il significato prognostico delle mutazioni di RAS hanno for-
nito risultati contraddittori. Mentre alcune casistiche hanno riportato un impatto
clinico favorevole con una buona percentuale di remissioni complete e un buon
decorso clinico, altre hanno smentito tali risultati. La maggior parte degli studi ha
dimostrato che anche nei pazienti con mutazioni di RAS il cariotipo e l’età del
paziente sono i due fattori che hanno il maggior significato prognostico.

c-KIT
L’impatto delle mutazioni di c-kit sul decorso clinico è tuttora mal definito.
Alcuni studi hanno riportato che la mutazione di c-kit non influenza in alcun
modo la prognosi mentre altri hanno riportato una più bassa percentuale di remis-
sioni e una più alta incidenza di recidive nei pazienti con c-kit mutato. 

MLL PTD
Nel 1998 Caligiuri e collaboratori hanno riportato che la PTD del gene MLL
determinava una differenza statisticamente significativa nella durata della remis-
sione completa: i pazienti con tale difetto genico presentavano una remissione
della durata di 7.1 mesi contro i 23.2 mesi dei pazienti senza la PTD. Si trattava
però di una casistica che aveva reclutato pazienti sottoposti a vari regimi di che-
mioterapia. Tali osservazioni sono state successivamente confermate da Döhner e
collaboratori (2002) che hanno analizzato una casistica più omogenea compren-
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dente 221 pazienti. In questa casistica la percentuale di remissione e la mediana
di sopravvivenza non erano influenzate dalla PTD di MLL, mentre lo era signifi-
cativamente la durata media della remissione (7.7 mesi versus 19). Queste osser-
vazioni sono state confermate anche dalla casistica di Schnittger e collaboratori
(2000) che comprendeva 387 pazienti con LAM de novo e secondaria. In questo
studio la PTD influenzava in modo significativo sia la mediana di sopravvivenza
che la durata mediana della remissione completa. 

“CCAAT/enhancer binding protein alpha” (C/EBPA)
Gli studi sino ad oggi pubblicati riportano che la mutazione di C/EBPA si asso-
cia a una prognosi favorevole con sopravvivenza libera da malattia e sopravvi-
venza globale significativamente migliori rispetto a quelle osservate nei pazienti
con LAM a rischio intermedio (Fröhling et al., 2004; Preudhomme et al., 2002). 

WT1
Il gene è un ottimo marcatore di malattia minima residua. Quando si ha una rispo-
sta alla chemioterapia d’induzione i livelli di espressione di WT1 si riducono più
rapidamente rispetto a quelli di un gene di fusione marcatore della popolazione
leucemica, mentre l’espressione di WT1 aumenta più rapidamente rispetto a quel-
la del gene di fusione quando il paziente ancora in remissione è in procinto di svi-
luppare una recidiva della malattia (Cilloni et al., 2002). Ciò indicherebbe che
mentre l’espressione del gene di fusione dipende dal numero di cellule leucemi-
che, quella di WT1 è più strettamente correlata allo stato funzionale delle cellule
leucemiche. Pertanto WT1 è un ottimo marcatore di MRD e la sua aumentata
espressione in un paziente ancora in remissione deve far pensare ad un imminen-
te ripresa di malattia. 

“Gene-expression profiling”: quale impatto prognostico? 

Il potenziale impatto prognostico del “gene-expression profiling” è stato recente-
mente dimostrato da vari studi (Bullinger et al., 2004; Valk et al., 2004). Tra que-
sti quello più significativo è stato quello di Bullinger e collaboratori (2004) che
ha dimostrato come 133 geni siano in grado di predire il decorso clinico dei
pazienti con LAM. Gli Autori hanno riportato che i 133 geni individuavano
pazienti a prognosi favorevole e sfavorevole sia all’interno dei gruppi prognosti-
ci già individuati dall’anomalia citogenetica sia all’interno del gruppo dei pazien-
ti a cariotipo normale. In questi ultimi Flt3 era il gene che sembrava avere il mag-
gior impatto prognostico, mentre nei pazienti con riarrangiamento del gene MLL,
a cariotipo normale o a cariotipo complesso tale ruolo era assunto dagli “homeo-
box genes”. In futuro sarà interessante stabilire se tali “gene-expression profiling”
identifichino i meccanismi biologici cruciali per la risposta ad un determinato
protocollo di chemioterapia o se siano invece più strettamente correlati al tipo di
progenitore emopoietico che subisce la trasformazione leucemica. 
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Population-based study of cytogenetic
abnormalities in acute myeloid leukaemia
(AML)

The International Workshop on Chromosomes in Leukaemia described the first
prospective study of karyotype in human acute myeloid leukaemia (AML), from
which the Chicago karyotype classification was derived (1). The long-term sur-
vival of patients identified at this workshop has been reported in the third review
of these patients in which multivariate analyses showed that karyotype was an
independent predictor of survival for all patients (2). The Medical Research
Council (MRC) AML 10 trial defined three prognostic groups based on cytoge-
netic abnormalities detected at presentation; favourable, intermediate and adverse
(3). The concept of classifying AML according to the pre-treatment karyotype has
become acceptable to most leukaemia investigators and has developed into “risk-
adapted” therapeutic strategies (4). However, most demographic studies of AML
derive from patients eligible for entry into randomised controlled trials, and are
inevitably biased towards younger age. Few studies have used population-based
registries, which are clearly unrepresentative of the wider AML population, and
these are limited by relatively small numbers (5-8). 

Demographics of AML derived from three UK datasets

Patients, databases and methodology

We collated patient information from three separate sources, two regional
leukaemia registry databases, from Scotland and the North-East of England, and
a population based case-control study from selected regions in England. The
case-control study has previously been described and comprised cases of acute
leukaemia 16-69 years, in the English regional health authorities of South West,
Wessex and Yorkshire, and the counties of Lancashire and Cumbria (9). The
Northern Region Haematology database is a population based registry containing
patient data collected prospectively by the Northern Region Haematology Group
for patients with AML since 1983 from a geographical-based population of 3.01
million (6). The Scotland Leukaemia Registry database is a population based reg-
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istry containing patient data prospectively collected in Scotland for all patients
with AML aged 16 and above since 1998 using similar methodology to the
Northern data collection. 
Clonal chromosomal abnormalities were defined and described according to the
International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) (10). Cases
were assigned a modified Chicago classification, using a hierarchical system.
Patients were also subdivided into subgroups representing each combination of
chromosome 5 and 7 abnormalities present (5/7 subgroups). The frequency of
common additional abnormalities in each 5/7 group was recorded. Complexity
was defined as ≥5 abnormalities. 
Two main datasets were compiled, representing the age overlap of the databases,
consisting of 1709 patients from the North-East and Scotland registries (Dataset
A), aged 16+, and 2006 patients from the two registries and case-control study
combined (Dataset B), aged 16-69. A third dataset of 1240 patients was compiled
from all patients aged 16-69 from the Scotland registry and case-control study, for
whom sufficient information was available for separate analysis of secondary vs.
de novo AML.
For each cytogenetic group the sex ratio of observed number of cases, was com-
pared against the sex ratio of cases which would be expected to be seen when
adjusted for age and sex by decade (according to the Scotland census 2001) with
binomial distribution. p values <0.01 were considered significant.

Results

Of 1709 patients from dataset A, and 2006 patients from dataset B, 70%/74%
(Dataset A/B) had a successful cytogenetic analysis performed, with a median age
of 62/54. Of these patients, 45%/41% had a normal karyotype, with median ages
64/56. In both datasets, the most common cytogenetic subgroup was abnormali-
ties of chromosomes 5/7, at 17%/12% (median age 68/60). Of the good prognos-
tic cytogenetic groups, the most common recurring abnormality was t(15;17), at
8%/11%, (median age 41/41), followed by t(8;21) with 4%/5% (median age
53/42), then inv(16) with 2%/3% (median age 47/45). The most common trisomy
was +8, found in 6%/5%. The age distribution of karyotypic subgroups is delin-
eated in Table 1. Of the favourable karyotypes, only t(8;21) did not occur in a sig-
nificantly younger population.

Table 1 - Age distribution of cytogenetic subgroups.

Median age statistically different Cytogenetic abnormalities
from group (P<.01)

Younger t(15;17), inv(16), t(9;11)

Older -5, -5q, -5/-7, -5q/-7, complex including 5 or 7, +11

Not different -7, -7q, +8, +4, normal, complex not including 5 or 7,
t(8;21), t(9;22), 11q23
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Two cytogenetic subgroups had a large absolute male predominance in both
datasets, t(8;21) (2.27/2.26:1) and inv(16) (2.50/2.20:1). Only one group showed
an absolute female predominance in both datasets, t(15;17) (1:1.31/1.14).
However, when adjusted for the expected sex ratio by decade, no significant sex
differences were seen for most subgroups. Where a sex bias was identified, it was
always male predominant (Table 2).
In both datasets the proportion of patients with complex karyotypes and of 5/7
subgroups increased with increasing age. Patients with -5, -5/-7, -5/del(7q),
del(5q)/-7 and del(5q)/del(7q) formed a group with a significantly greater pro-
portion of complex karyotypes compared with -7 and del(7q) alone (p<0.01),
with del(5q) intermediate between the two (p<0.01). 
The frequency of common additional abnormalities in the 5/7 subgroups was
described. Amongst subgroups with -5 or del(5q) the most common additional
abnormalities were of chromosome 17, (including del(17p), add(17p), dic(17p))
followed by abnormalities of chromosome 3 (del(3q), del(3p), -3), 12 (del(12p), -
12), -18 and -21. These additional cytogenetic abnormalities were less frequently
observed in the -7 and del(7q) subgroups, although trisomy 8 was overrepresented.

Discussion

Our study provides a population-based review of the demographic and cytogenet-
ic features of the wider AML population in the UK. Unbalanced abnormalities of
chromosome 5 and 7 are the most frequently occurring in AML (17%/12%). No
previous study has had sufficient numbers to provide detailed analysis by 5/7 sub-
group, but this study demonstrates distinct heterogeneity in the demographic and
cytogenetic characteristics of different 5/7 subgroups. Chromosome 5 containing
subgroups represent an older population, are more likely to be associated with
complex karyotypes and to have additional poor risk abnormalities including those
affecting chromosome 17. Concurrent deletions / monosomies of chromosomes 5
and 17 could be important in AML transformation, as functional cooperation
between a putative tumour suppressor gene at 5q13.3 and mutation of the p53 gene
at 17p could represent components of a multistep pathway in poor-risk AML (11). 
Pedersen-Bjergaard12 describes genetic pathways in the leukaemogenesis of ther-
apy-related MDS/AML. Our study has identified such pathways in de novo AML.

Table 2 - Demographics of cytogenetic subgroups adjusted by decade for sex distribution; subgroups in
which a sex predominance was identified.

Cytogenetic Age Number
Group Group Male: Female

Patients

t(8;21) 60-69 12 : 1
t(8;21) 70-79 7 : 0
+8 70-79 19 : 4
Normal 60-69 140 : 111
Normal 80-89 27 : 22
Complex 20-29 6 : 2
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These pathways include those in which deletions of 5q or monosomy 5, are asso-
ciated with any or all of -7, -7q, del(17p), -17, p53 mutations or a complex kary-
otype. Less common additional abnormalities in this pathway include those of
chromosomes 3, 12 and monosomy 18. The primary events are likely to involve
chromosome 5 but this has not been definitively demonstrated. 
AML with the more common balanced translocations [t(15;17), inv(16) and
t(8;21)] constitute a younger and biologically distinct group of disorders with a
favourable clinical outcome. It is of interest that t(8;21) is the only one of these
favourable abnormalities represented not only in the younger age decades but also
in the older patients. Although based on small numbers, t(8;21) in older age is a
heavily male predominant disease.
Previous studies have identified an absolute male predominance for AML, espe-
cially in older patients.13 In an attempt to verify crude incidence data for cytoge-
netic groups our data were age/sex adjusted by decade, and now few cytogenetic
groups now showed sex predominance. Those that did were male predominant,
and were not the common balanced abnormalities in the younger AML popula-
tion as previously suggested. An excess of males was seen in some older age
groups including with normal karyotype, and given that the normal karyotype
group accounts for around 40% of patients, this suggests that a true male excess
exists in older patients.
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La leucemia acuta promielocitica:
paradigma per una nuova strategia
terapeutica

Nel corso degli ultimi 15 abbiamo assistito ad una straordinaria serie di progres-
si nella ricerca clinica e biologica sulla leucemia acuta promielocitica (LAP). Da
un lato, infatti, sono stati identificati i geni coinvolti nella traslocazione t(15;17)
specifica della malattia ed è stato delucidato il meccanismo attraverso il quale la
proteina ibrida PML/RARa derivante da questa produce il blocco differenziativo;
dall’altro l’introduzione dell’acido retinoico e la sua inclusione negli schemi
terapeutici in combinazione alla chemioterapia, hanno portato a capovolgere le
stime di sopravvivenza a lungo termine, essendo attualmente vicina all’80% la
percentuale dei pazienti potenzialmente guariti, rispetto al 20% che si registrava
alla fine degli anni ’80. È importante sottolineare il contributo a questo successo
del gruppo cooperativo italiano GIMEMA, che già negli anni 80 aveva identifi-
cato i caratteri peculiari di questa leucemia ed adottato dei protocolli chemiote-
rapici “mirati”. Agli inizi degli anni ’90, mettendo a frutto l’esperienza specifica
acquisita, il gruppo GIMEMA ha ideato una strategia terapeutica di combinazio-
ne (acido retinoico+antracicline, protocollo AIDA) che ha trovato notevolissima
diffusione in Europa e nel mondo. La LAP rappresenta il primo modello di neo-
plasia umana in cui si sia rivelato efficace un approccio terapeutico di tipo diffe-
renziativo. Anche se a tutt’oggi non riusciamo ad ottenere risultati analoghi in
altri tumori, diversi sono gli studi in corso in onco-ematologia nei quali si stanno
valutando agenti differenzianti in varie combinazioni. Oltre all’acido retinoico,
altri nuovi (e vecchi “rispolverati”) agenti terapeutici quali gli anticorpi anti-
CD33 ed il triossido di arsenico si sono rivelati estremamente efficaci nel tratta-
mento della LAP, essendo al momento attuale preferibilmente impiegati in reci-
diva. Infine, studi di monitoraggio della risposta alla terapia attraverso metodiche
di biologia molecolare (amplificazione con la PCR del gene PML/RARa) con-
sentono oggi, insieme ai parametri clinici convenzionali, di modulare l’intensità
del trattamento atraverso la identificazione precoce dei pazienti a maggior rischio
di recidiva, permettendo inoltre di risparmiare tossicità inutile in quelli poten-
zialmente guariti.

Francesco Lo-Coco
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Strategies in the treatment of acute myeloid
leukemia

The expression acute myeloid leukemia (AML) collectively refers to a combina-
tion of distinct diseases that differ with regard to their pathogenetic evolution,
genetic abnormalities, clinical features, response to therapy and prognosis.
Cytogenetic and molecular analyses have been instrumental in identifying disea-
se entities among the mixed bag of AML subtypes, which are currently catalo-
gued as suboptimally defined categories with widely different prognoses. These
classifications are mainly based upon cytogenetic knowledge. They provide leads
in clinical decision-making, e.g. with regard to treatment choice. The disclosure
of genetic abnormalities may also offer potential targets for treatment interven-
tion. Today such specific interventions into the moleculr intracellular derange-
ments of leukemic cells are only available for exceptional genetically defined
entities of AML, such as acute promyelocytic leukemia with the translocation
t(15;17). The microarray technology for analyzing differences in gene expression
among clinical specimens of leukemia, advances in protein technology, the use of
clinically relevant animal models, the development of drug design design tech-
nology and the use of appropriate cellular in vitro systems, promise to accelerate
our understanding of AML, pathogenesis as well our ability to recognize specific
AML disease entities in the near future. With this perspective in mind, what are
current and emerging strategies in AML therapy? 

Remission induction strategies

Since the introduction of the anthracyclines (daunorubicin and doxorubicin) and
cytarabine, these therapeutic agents have been the cornerstones of remission
induction therapy for adult AML. With some variations, most centers apply treat-
ment schedules based on these drugs, sometimes supplemented with etoposide.
Instead of daunorubicin, some remission induction therapies have incorporated
idarubicin, mitoxantrone or amsacrine. These combinations induce complete
remissions in an average of 70% to 80% of adults aged less than 60 years and in
approximately 50% of patients of older age. The overexpression of a membrane
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protein designated P-glycoprotein (P-gp) is a typical phenotypic marker of pleio-
tropic drug resistance. P-gp belongs to a group of phosphorylated glycoproteins.
In patients, primary or acquired resistance to chemotherapy has been associated
with specific immunophenotypes and particular molecular and fuctional markers
eg, with the expresion of P-gp (P glycoprotein or MDR1). Efforts to overcome
chemotherapy resistance by including multidrug resistance modifiers (eg cyclo-
sporin or its analogue PSC 833) in the induction schedule have as yet not met
with reproducible success in prospective comparative studies (1-3). These MDR
modulators have been associated with enhanced toxicity. Due to the impact of the
modulator on chemotherapy pharmacokinetics and the risk of increased toxicity,
the dosages of chemotherapeutic drugs in the experimental groups had to be redu-
ced. The dose reductions and the enhanced early toxicity may have jeopardized
any potential benefit. Remission induction with growth factor priming is cur-
rently receiving renewed interest. AML is a prototype malignancy expressing
functional hematopoietic growth factor receptors on their cellular surface (4).
Growth factor receptors offer targets for therapeutic intervantion. Co-incubation
of AML cells with granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) or granulocy-
te-macrophage colony stimulating factor (G-CSF) and the cell cycle dependent
chemotherapeutic agent cytrabine increases intracellular levles of the active meta-
bolite cytosine arabinoside-triphosphate, elevates incorporation of cytarabine into
cellular DNA and enhances cytarabine cytotoxicity against leukemic blasts and
leukemic progenitor cells (5). The therapeutic concept of sensitizing AML to che-
motherapy with G-CSF or GM-CSF, a phenomenon frequently referred to as
growth factor priming, has been examined until recently in uncontrolled and
small size randomized studies mainly. In two larger randomized studies in which
GM-CSF was applied after the days of chemotherapy to accelerate hematopoie-
tic recovery, it was also administered concomitantly with the chemotherapy (6,
7). The latter two studies were performed in patients of older age, i.e., mainly
patients with AML of unfavorable prognosis. In one of these studies in 240
patients of 55+ yr age, GM-CSF conferred a better disease-free survival (7) but it
was not possible to distinguish the effect of AML priming from an effect of
enhanced hematopoietic recovery following marrow suppression. A recent large
randomized study (enrolling 640 patients) focussed on the G-CSF priming que-
stion (5). The study was conducted in young and middle aged adults with pre-
viously untreated AML, thus representing a broader prognostic diversity. G-CSF
was selectively applied from day -1 of chemotherapy through the last day of che-
motherapy of both induction cycles I and II. G-CSF was not continued after che-
motherapy during the hypoplastic phase. In this study the anthracyclin was sche-
duled at the end of the cycle to avoid interference with cytarabine cell cycle
dependent cytotoxixity. Among patients in the study attaining CR, the probability
of relapse was considerably reduced when they had been assigned to treatment
with G-CSF along with induction chemotherapy. This difference translated into a
significant DFS benefit at 4 years for G-CSF primed patients. The benefit of G-
CSF sensitization was particularly evident mong the intermediate-subset of
patients (72% of cases) as evidenced by improvements of overall survival, die-
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sease-free as well as event-free survival (5). Consistent with laboratory data, the
latter benefit may have been achieved through G-CSF mediated activation of sub-
populations of leukemic cells initially insensitive to the chemotherapy. Further
exploration of the approach of G-CSF sensitization of chemotherapy seems war-
rented. 

Post-remission strategies

During the last 20 years there has been a shift from low-dose maintenance che-
motherapy administered for prolonged times (1-2 years) toward intensified
cycles of chemotherapy delivered within a concentrated time (4-6). These dose-
escalated and time-condensed cycles are given once a complete remission has
been induced and serve the objective of eradicating minimal residual leukemia.
Most commonly, these regimens are based on high-dose cytarabine with or
without autologous or allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.
Survival rates in large Phase III studies of high-dose chemotherapy for AML
patients 60 years of age or younger have been estimated at 40% to 55% at 4
years. These results would indicate a dose-response relationship for chemothe-
rapy in patients with AML. High-dose cytotoxic therapy followed by autologous
stem cell transplantation (auto-SCT) has been compared with either no further
postremission treatment or conventional-type postremission chemotherapy. In
certain studies (8, 9) but not others (12), disease-free survial was improved after
auto-SCT due to a reduction in the probability of relapse. In none of these stu-
dies a significant advantage in overall survival auto-SCT (ranging from 40% to
55% at 4 years) was noted. The lack of survival benefits is explained by the fact
that a proportion of patients relapsing after chemotherapy can be rescued by an
autograft in second remission. The procedure-related mortality following auto-
SCT has also been somewhat greater than after chemotherapy, partially offset-
ting the advantage of the reduced relapse frequency with autologous transplan-
tation. Further, only a limited fraction of complete responders proceed to trans-
plantation. Premature withdrawal from autografting is the consequence of the
harvest of an insufficient number of hematopoietic cells for grafting, intercurrent
infections, or early relapse of leukemia. A question that remains to be resolved
is whether certain subgroups of patients with AML benefit from auto-SCT selec-
tively. There is evidence suggesting that patients with intermediate-risk AML
(according to cytogenetics) derive more benefit from auto-SCT than from inten-
sive chemotherapy alone (9) but this has not been confirmed in other studies (10,
12). Definite conclusions regarding the potential benefit of autologous stem cell
transplantation in distict prognostic subsets of AML, will require addtional stu-
dies enrolling larger numbers of patients. Allogeneic stem cell transplantation
(allo-SCT) following myeloablative cytotoxic therapy currently offers the most
powerful antileukemic treatment modality for AML in remission. When an
HLA-matched allogeneic sibling donor is available, the option of all-SCT is
usually the first chice in patients with AML in complete remission; following
allo-SCT the probability of relapse is significantly reduced. The risk of relapse
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in patients with AML in first complete remission following transplantation of an
HLA-matched sibling allograft may vary from 10% to 25%. Accumulating evi-
dence suggests that disease-free survival is better following allo-SCT, although
this observation has not always been consistent (10). The advantage of a redu-
ced probability of relapse of AML afetr allo-SCT is partially sacrificed due to
enhanced procedure-related mortality of 10-25% (caused by acute and chronic
graft-versus-host disease and post-transplant immunodeficiency complicated by
interstital pneumonia and serious opprtunistic infections). As the application of
an allograft is practically dependent on the availability of a fully matched family
donor and specific age eligibility limitations, comparisons of outcome following
allografting and autografting or chemotherapy have not been based upon true
randomizations. More recently, investigators have compared outcome between
patients with an HLA-matched donor (regardless of whether or not the transplant
was done) and those without an available donor in an effort to mimic an inten-
tion-to-treat evaluation (13-17). The results indicate reduced relapse rates for
patients with AML in first complete remission with a donor but clear evidence
of an overall benefit is still lacking. Considering the clinical heterogeneity of
AML, an important issue has been whether certain subsets of patients would
benefit more from an allograft than do others. For instance, in patients with
good-risk AML (based on cytogenetics) with an a priori risk of relapse of 25%
or less, it makes no sense to apply an allograft in first complete remission con-
sidering the associated enhanced procedure related death rate. Also, patients
with good-risk AML have a greater chance of being rescued in case of relapse.
This argues for reserving allotransplant strategies in good-risk AML for those
with relapse only. HLA-matched unrelated donor (MUD) transplants are increa-
singly employed when a genotypically HLA-matched donor is not available.
Although such transplants are mainly applied to restricted categories of high-risk
cases (poor-risk AML in CR1, or AML in CR2 or CR3 in early relapse) their
value remains to be critically assessed in large series of patients.

Table. 1 - Molecular markers additional to cytogenetics with independent prognostic significance for
remission duration or survival in AML of adults. 

Marker Frequency (%) Predictive for relapse Survival Reference

P53 mutation 9/200 (4.5) - Unfavorable Nakano et al.*

High BCL2 and WT1 35/98 (36) Unfavorable Unfavorable Karakas et al.*
mRNA expression

MLL partial 18/221* (8) Unfavorable NS Döhner et al.*
tandem duplication

High EVI 1 32/319 (10) Unfavorable Unfavorable Van Waalwijk et al.*
mRNA expression

C/EBPα mutation 15/135 (11) Favorable Favorable Preudhomme et al.*
12/277 (4.3) Favorable Favorable Van Waalwijk et al.*

c-KI T mutation 34/110° (31) Unfavorable NS Care et al.*

*Normal cytogenetics only °AML with t(8;21) and inv (16) only.
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Treatment strategies in older patients

The majority of patients with AML are 60 years of age or older. While results of
treatment have improved steadily in younger adults over the last 20 years, there
have been limited improvements in outcome among individuals of 60+ years of
age. When treated with chemotherapy alone, the older patients have an estimated
survival of approximately 20% at 2-years and 10% at 4 to 5 years. The reasons
for the unsatisfactory outcome in the elderly likely relate to the increased fre-
quency of unfavorable cytogenetics among older patients with AML, a greater
frequency of antecedent myelodysplasia, as well as the limited abilities of the
patients to tolerate intensive chemotherapy. High-dose chemotherapy is not bene-
ficial to the elderly with AML (18, 19)
There has been an intense interest in the introduction of new modalities.
Examples of these strategies are the use of antibody directed treatment (eg the use
of the antiCD33-calicheamycin toxin conjugate, Mylotarg, (20) and the develop-
ment of molecular targeting (egfarnesyl transferase inhibitors). Also interesting is
the development of allotransplantation following conditioning with non-myeloa-
blative preparative regimens. The goal of these approaches is to establish chime-
rism following immunosuppressive therapy and then exploit the graft-versus-leu-
kemia of the allografts, so that donor chimerism can be used as a platform for
subsequent infusions of donor lymphocytes. Early clinical trials afford proof of
principle of this approach, but for the time being they are based on small patient
numbers and they have limited follow-up (21-23). In older patients with various
hematologic disorders (mixed) donor chimerism can be established, but more
mature data will be needed for an assessment of the clinical value of this strategy. 

What have genetics to offer?

Cytogenetic classifications employed with some variation by different groups in
AML roughly distinguish three risk groups, one with favorable outcome (proba-
bility of relapse of 30% or less and 4-yearsurvial of 70% or more), a second
intermediate prognostic group with a risk probability of relapse of 50% and an
overall survival at 4 4 years of 40-50%, and thirdly an adverse prognostic cate-
gory characterized by a high relapse rate (more than 70%) and an overall survi-
val rate at 4 years of 20% or less. These values of outcome refer to averages for
adults between 15 and 60 years of age. More recently, various new molecular
markers have been identified that allow for dissecting these composite risk cate-
gories. For instance, FLT3 internal tandem repeat mutations have been recogni-
zed as the single most common abnormality in AML. FLT3 internal tandem
duplications (FLT3-ITD) represent activating mutations of the FMS-like tyrosi-
ne kinase 3 (FLT3), a hematopoietic receptor. AML with FLT3-ITD are seen in
15-30% of pediatric and adult patients. FLT3-ITD are associated with signifi-
cantly greater risk of relapse and reduced survivla (24-29). Other studies with
large numbers of patinets could not (yet) unquestionably reproduce the progno-
stic value of FLT3-ITD for survival (30-32). It has been suggested that a high
mutant/wild type FLT3 ratio enhances that predictive power of FLT3 mutations
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for survival as well (33). Interestingly FLT3 mutations are mainly seen in the lar-
gest category of intermediate cytogenetic risk of AML. Hence, detection of
FLT3-ITD's offers an important addition to recognizr a new subset of aggressive
AML. Another recurrent Asp835 point mutation of the FLT3 receptor, seen in
approximately 5-10% of de novo AML, has not (or not yet) been correlated with
prognosis. Mutations of the tumor suppressor gene p53 predict for negative out-
come (34). Immunodiagnosis of bcl2 positivity was shown to have negative pre-
dictive value in AML (35-37). By RT-PCR analysis high BCL2 and WT1 expres-
sion have also been suggested in combination to define AML with poor risk (38).
EVI-1 (ecotropic virus integration site 1) is an oncogene overexpressed in AML
with translocations of 3q26 and characterizes AMl with poor risk outcome.
Recently it was shown that EVI-1 mRNA overexpression in AML in the absen-
ce of 3q26 cytogenetic abnormalities also predicts for notably bad prognosis
(39). C/EBP-α (CCAAt enhancer-binding protein alpha) is a transcription factor
that has a key role in myelopoiesis. C/EBP-α mutations have been found in
patients with AML in a few precent of acases. The latter mutations define AML
with relatively good risk leukemia (40, 41). These cases are hidden among the
intermediate cytogenetic tisk subset of patients with AML and can now be sepa-
reted. Similaty, partial duplicions of a portion of the MLL gene define an unfa-
vorable subset among AML with inetrmediate risk cytogenetics (42). Also high
expression of a gene designated BAALC (Brain and Acute Leukemia,
Cytoplasmic) which is normally expressed on neuro-ectoderm-derived tissues
and hematopoietic progenitors has been suggested in a study of limited size (86
cases) to predict for poor survial among patients with AML with normal cytoge-
netics (43). Each of these molecularly defined groups is of relatively small pro-
portion, consistent with the considerable genetic heterogeneity of AML. The pre-
sence of point mutations of the hematopoietic receptor c-kit in patients with
abn(16) AML and t(8;21) AMl, generally considered to be of favorable progno-
sis, defines a subset with an enhanced risk of recurrence (44). With the introduc-
tion of high throughput analysis for molecular abnormalities and gene expression
profiling, it will in the near future probably be possible o define other classes of
AML. The introduction of expression array chips may yied composite mRNA
signatures of AML cells with prognostic value as well. These distinctions when
validated in clinical studies, are foreseen to provide powerful tools for guiding
treatment strategies in AML (45, 46). A precise recognition of the diverse gentic
abnormalities will be of value in distinguishing AML subsets with distict patho-
genetic origin; most likely some of thse diagnostic targets may provide conve-
nient markers for monitoring the effect of therapy and quantifying the disappea-
rance of leukemia cells following therapy. One might anticipate that these analy-
ses will provide insights into molecular pathways and disclose why certain leu-
kemias are unresponsive to traditional chemotherapy. Thus they may provide
keys towards new avenues for treating high risk AML, e.g. based on interventions
directed at genetic abnormalities. Examples of these approaches currently in trial
are interventions aimed at suppressing the oncogene BCL2 (eg with anti-sense
oligonucleotide modalities) (47) and the use of molecules tha act as kinase inhi-
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bitors. The latter category for instance comprises a series of molecules (eg CEP
701) (48) that inhibit the constitutive active FLT3 receptor mutants in AML.
Various of these molecules are currently in theraputic development.
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Approccio immunologico nella terapia
della leucemia acuta mieloide

La “targeted therapy” rappresenta una nuova frontiera per la terapia di vari tipi di
neoplasie ed, in particolare, della leucemia acuta mieloide (LAM), per la quale le
strategie terapeutiche convenzionali sembrano ormai aver raggiunto un “plateau”
in termini di risultati clinici. Nel contesto di trattamenti che rispondano a criteri
di “targeted therapy”, l’identificazione di un approccio immunologico efficace
costituisce l’obiettivo di molti ricercatori da ormai venti anni. In generale, l’ap-
proccio immunologico prevede l’uso di anticorpi monoclonali (AM), strategia
questa ormai ben consolidata nella corrente pratica clinica con risultati più che
incoraggianti in varie emopatie maligne.
Affinché un AM possa trovare impiego terapeutico deve avere caratteristiche
quali: scarsa o assente immunogenicità, alta specificità per le cellule leucemiche,
capacità di veicolare agenti citotossici ed ovviamente un accettabile profilo tossi-
co. L’impiego ottimale di AM richiede, inoltre, l’identificazione di “targets” ido-
nei (“antigeni leucemia-associati”), che devono essere stabilmente ed omogenea-
mente espressi dalle cellule leucemiche, non espressi od espressi in modo trascu-
rabile da tessuti normali, non essere presenti in forma solubile (per evitare una
rapida “clearance”) ed infine essere facilmente accessibili all’AM. Gli AM uti-
lizzati a fini terapeutici possono essere di tipo non-coniugato (anticorpo nudo) o
coniugato.

AM non-coniugati (AMnC)

Gli AMnC sono in grado di indurre la morte cellulare tramite il reclutamento e
l’attivazione di cellule effettrici in grado di agire tramite “citotossicità” cellulo-
mediata, complemento-dipendente, oppure tramite il blocco della interazione
ligando-recettore; quest’ultimo meccanismo di azione è in grado di indurre apop-
tosi tramite la inibizione del segnale di trasduzione. Il primo AMnC utilizzato
nella terapia della LAM riconosceva come bersaglio l’antigene (ag) CD33. Tale
ag è espresso sulla superficie delle cellule di LAM in più del 90% dei casi con
una densità antigenica media di circa 10.000 siti per cellula. Esso è tipicamente
espresso sui normali progenitori mieloidi, ma non sulla cellula staminale emo-
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poietica pluripotente e sui tessuti non-ematopoietici. Non vi sono prove che il
legame con CD33 inneschi fenomeni di apoptosi, di conseguenza si ritiene che
l’AM anti-CD33 non-coniugato eserciti la sua azione litica nei confronti della
cellula leucemica inducendo un “danno immunologico”. Studi preliminari che
hanno utilizzato anti-CD33 murino hanno dimostrato la sua scarsa tossicità, la
sua rapida fissazione a livello splenico e midollare e la saturazione dei siti anti-
genici sulle cellule leucemiche alle dosi di 5-10 mg/m2. Nonostante una transito-
ria riduzione della blastosi periferica osservata in alcuni casi, l’AM murino tutta-
via è risultato sostanzialmente incapace di indurre una adeguato effetto antileu-
cemico. Proprio nel tentativo di potenziarne l’efficacia antileucemica, il gruppo
dello Sloan-Kettering ha sviluppato un AM anti-CD33 chimerico, umanizzato
(HuM195). In uno studio di fase II con HuM195, è stata osservata una riduzione
della blastosi periferica in tutti i 35 pazienti arruolati, ma soltanto in 1 si è otte-
nuta una remissione completa (RC). In considerazione della relativa inefficacia di
HuM195 in presenza di malattia in fase conclamata, si è pensato di utilizzare tale
AM in condizioni di malattia minima residua, come per esempio nei pazienti
indotti in RC. In questo senso, è stato condotto un trial clinico in pazienti affetti
da leucemia acuta promielocitica (LAP) in remissione ematologica dopo che-
mioterapia + ATRA, per i quali era previsto un mantenimento con HuM195 alla
dose di 3 mg/m2 due volte a settimana per 6 somministrazioni. Di 27 pazienti
entrati nello studio, 22 presentavano persistente positività molecolare per il riar-
rangiamento PML/RARa; dopo terapia con HuM195, 11 dei 22 (50%) otteneva-
no la remissione molecolare.

AM coniugati (AMC)

La iniziale esperienza con HuM195 aveva insegnato che tale AM, pur non eser-
citando una significativa attività antileucemica, era comunque in grado di rag-
giungere le sedi di malattia, saturare i siti antigenici sulle cellule leucemiche con
successiva internalizzazione dopo legame con il proprio recettore sulla membra-
na cellulare. Questa osservazione ha rappresentato la premessa alla ipotesi che
HuM195 potesse utilmente fungere da “carrier” di farmaci chemioterapici in
grado di indurre un danno selettivo nei confronti dei blasti mieloidi risparmiando
i tessuti normali. Lo sviluppo di tale ipotesi è alla base della generazione del far-
maco gemtuzumab ozogamicin (GO, Mylotarg), prima immunotossina ad ottene-
re l’approvazione della FDA per l’impiego clinico nella LAM in recidiva. Il GO
è un prodotto di coniugazione tra un AM anti-CD33 (hP67.6) ed un potente anti-
biotico ad azione antitumorale (calicheamicina), appartenente alla famiglia delle
antracicline. Il risultato è una molecola ricombinante, in cui tre piccole sequenze
ipervariabili per ciascuna catena dei domini variabili dell’anticorpo murino sono
state inserite nel dominio variabile di una immunoglobulina umana IgG4. La
molecola “ingegnerizzata” è prodotta da una linea mielomatosa di topo, non
secernente immunoglobuline murine (linea KD1). Studi in vitro hanno dimostra-
to che i blasti leucemici CD33+ internalizzano l’ag CD33 dopo legame con l’AM;
l’internalizzazione ed il catabolismo del complesso CD33-antiCD33 avviene
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entro 4 ore. Alla internalizzazione di GO fa seguito la rottura immediata del lega-
me chimico (linker) mediante il quale calicheamicina è agganciata all’anticorpo,
con conseguente rilascio intracitoplasmatico dell’agente citotossico. La calichea-
micina è capace così di legarsi in maniera sequenza-specifica alla catena di DNA
inducendo rottura del doppio filamento e quindi innesco di morte cellulare.
(Figura 1 A, B, C, D).
Un iniziale studio di fase I ha inteso determinare la massima dose tollerata di GO
in pazienti affetti da LAM resistente o in recidiva. Allo studio sono stati arruola-
ti 40 pazienti a cui GO è stato somministrato in dosi scalari (0,25 – 9 mg/m2) ogni
14 giorni per un massimo di 3 dosi. L’incremento di dose è stato interrotto a 9
mg/m2 poiché a tale dose si osservava la saturazione pressoché completa dei siti
antigenici presenti sulle cellule leucemiche. La somministrazione di GO è stata
generalmente ben tollerata e gli effetti collaterali più comuni sono consistiti in
febbre, brivido e transitorio incremento delle transaminasi. In 8 (20%) pazienti si
è ottenuta la RC ed in altri 3 (8%) la normalizzazione dei parametri ematologici.
Tre sono gli studi di fase II condotti con GO. Il primo (trial 201), multicentrico,
condotto negli USA ed in Canada includeva pazienti con LAM in prima recidiva
con durata della RC > 6 mesi, con esclusione dei pazienti con LAM secondaria o
in recidiva dopo trapianto allogenico di cellule staminali. Il secondo studio (trial
202), condotto in Europa, era analogo al precedente con la sola eccezione di con-
sentire l’inclusione di pazienti in recidiva dopo trapianto allogenico di cellule sta-
minali. Il terzo studio (trial 203), condotto in Europa ed USA, includeva pazien-
ti di età > 60 anni con LAM in recidiva dopo almeno 3 mesi di RC. L’insieme di
questi studi di fase II ha arruolato un totale di 188 pazienti che hanno ricevuto il
GO alla dose di 9 mg/m2 al giorno 1 e al giorno 15. La “overall response rate
(ORR)” (includente la RC e la RC con incompleto recupero piastrinico, RCp) nei

Fig. 1 - Meccanismo di
azione di Gemtuzumab
Ozogamicin.
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tre studi è stata del 31%: 34% nello studio 201; 32% e 20%, rispettivamente negli
studi 202 e 203. La stratificazione per età dei pazienti non modificava sostanzial-
mente il dato della ORR: 28% per i pazienti di età > 60 anni, 34% per quelli di
età inferiore. La durata della “overall survival” (OS) è risultata del 27% ad 1
anno. La tossicità, valutata secondo i criteri NCI, è consistita principalmente in
mielosoppressione e complicanze emorragiche sovrapponibili a quelle della tera-
pia convenzionale; al contrario, minima è risultata l’incidenza di mucositi ed infe-
zioni, e di grado moderato la tossicità epatica. L’insieme di questi dati dimostra
come GO rappresenti una efficace e tollerabile monoterapia per pazienti affetti da
LAM in prima recidiva, inclusi quelli con età > 60 anni. Con l’obiettivo quindi di
valutare l’efficacia, la tossicità e la fattibilità della somministrazione di GO come
terapia front-line nei pazienti anziani affetti da LAM, il gruppo EORTC-LG in
collaborazione con GIMEMA ha attivato nel settembre 2000 uno studio multi-
centrico di fase II (AML-15), conclusosi nel settembre del 2001 con l’arruola-
mento di 105 pazienti. Il disegno dello studio prevedeva la somministrazione
sequenziale di GO e chemioterapia standard di induzione (protocollo MICE) a
pazienti di età 61-75 anni e performance status (PS) 0-1 (AML-15A). I pazienti
considerati non eleggibili per un trattamento di tipo intensivo (età > 75 anni,
oppure età inferiore ma con PS ≥2) ricevevano terapia di induzione con solo GO.
La figura 2 illustra il disegno generale dello studio.
Nel protocollo AML-15A sono stati arruolati 57 pazienti valutabili, dei quali 38
(67%) hanno completato l’intero programma di induzione (GO+MICE). L’ORR
dopo l’intera sequenza di induzione è stata del 54% (31/57), con una RC ed una
RCp raggiunta nel 35% e 19% dei pazienti, rispettivamente. Una iniziale risposta
al GO veniva documentata nel 35% dei pazienti, con una CR e CRp nel 23% e
12%, rispettivamente. In generale, la tossicità è stata accettabile con una mortali-
tà globale “therapy-related” del 14% (5% dopo GO). I principali effetti collatera-
li dopo entrambe le fasi di induzione sono consistiti in mielosoppressione pro-
lungata ma reversibile e tossicità epatica. In particolare, la malattia epatica veno-

Fig. 2 - Disegno del protocollo EORTC-GIMEMA AML-15
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occlusiva è stata osservata in 3 pazienti dopo GO e 2 dopo MICE (8.8%), con una
“fatality rate” dell’80% (4/5). La combinazione sequenziale di GO e chemiotera-
pia convenzionale si è dimostrata, quindi, efficace per il trattamento di pazienti
anziani con LAM. In considerazione di tali risultati a partire nel settembre 2002
è stato attivato il nuovo studio multicentrico, randomizzato, di fase III (AML-17)
che confronta GO seguito da MICE verso MICE da solo in pazienti di età 61-75
anni con LAM all’esordio.
Nel protocollo AML-15B sono stati arruolati 40 pazienti; l’ ORR è risultata del
17% (7/40; RC 10%, RCp 7%). Con un follow-up mediano di 12 mesi, la OS
osservata è stata del 27%. Anche in questo caso la mielosoppressione è risultata
prolungata, con infezioni di grado 3-4 nel 40% dei pazienti e neutropenia febbri-
le nel 52%. La mortalità “therapy-related” è stata del 17%, con una punta del 31%
quando l’analisi veniva ristretta ai soli pazienti con età > 75 anni. Tossicità epati-
ca di grado 3-4 è stata osservata nel 10% dei pazienti, ed in 1 è risultata fatale per
la comparsa di malattia epatica veno-occlusiva. In considerazione di tali risultati
è in corso di attivazione il nuovo studio randomizzato di fase II-III (AML-19) che
confronterà basse dosi di GO come singolo agente verso terapia palliativa in
pazienti di età > 75 anni con LAM all’esordio.
Una ulteriore modalità di impiego ai fini terapeutici degli AM è rappresentata dal
loro legame con radionuclidi (radioimmunogoniugati). Questi trovano applica-
zione sia come “stand-alone treatment”, veri e propri proiettili radioattivi capaci
di colpire preferenzialmente le cellule leucemiche risparmiando al massimo il
normale tessuto emopoietico circostante, sia nel contesto di regimi di condizio-
namento pre-trapianto. I radionuclidi a-emittenti rappresentano i candidati ideali
per limitare il più possibile l’irradiazione alla sola componente leucemica midol-
lare. Il gruppo del Memorial Sloan-Kettering ha utilizzato il 213Bi-HuM195 in
uno studio di “dose-escalation” in pazienti con LAM in recidiva. Diciassette
pazienti sono stati trattati con tale immunoconiugato e sebbene in 12 si sia otte-
nuta una riduzione della blastosi midollare e/o periferica, non sono state docu-
mentate RC. La tossicità è consistita in pancitopenia di grado 3-4 osservata in
tutti i pazienti.
Antigeni quali CD33 e CD45 sono stati identificati come “targets” potenziali nel
tentativo di definire le dosi ottimali di “total bone marrow irradiation” nel contesto
di regimi di condizionamento per trapianto allogenico. Il gruppo di Seattle ha
impiegato 131I-anti-CD33 in 9 pazienti affetti da LAM in recidiva. Gli autori, a
causa del breve periodo di permanenza del radioimmunoconiugato nelle sedi di
captazione, a sua volta dovuto ad una rapida internalizzazione e dealogenazione del
composto, hanno documentato una biodistribuzione terapeuticamente favorevole
solo in 4 dei 9 pazienti. Il CD45 sembra tuttavia essere un “target” più affidabile del
CD33 in quanto: espresso dalla maggior parte delle cellule ematopoietiche (eccet-
to eritrociti e piastrine) con un elevato numero di copie (200.000 copie/cellula);
espresso nel 90% delle leucemie acute, sia mieloidi che linfoidi; non espresso da
cellule non-ematopoietiche; non internalizzato a seguito del legame anticorpale.
Studi preclinici hanno evidenziato la capacità di lunga permanenza di 131I-anti-
CD45 in sede splenica e midollare; sulla base di tali dati il gruppo di Seattle ha con-
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dotto uno studio di fase I in pazienti con LA in recidiva. La fase propriamente tera-
peutica era preceduta da una valutazione della biodistribuzione del radiocomposto.
I pazienti per i quali veniva documentata una biodistribuzione favorevole, riceveva-
no dosi scalari di 131I-anti-CD45 (131I-BC8) associate a ciclofosfamide (120 mg/kg)
e TBI alla dose standard di 12 Gy, il tutto seguito da trapianto allogenico con cel-
lule staminali midollari. Dei 44 pazienti inizialmente valutati per la biodistribuzio-
ne, 37 (84%) presentavano un “pattern” favorevole e venivano quindi arruolati allo
studio. Il 30% di questi sono divenuti lungo-sopravviventi, a fronte di un profilo di
tossicità generale non dissimile da quella riportata nel condizionamento standard,
suggerendo un possibile contributo favorevole nel controllo della malattia esercita-
to dalla aggiunta di una irradiazione selettiva del tessuto midollare in una popola-
zione di pazienti ad alto rischio di insuccesso terapeutico.
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Analogie e differenze nella patogenesi
delle LAM e delle SMD

È innanzitutto necessario dare una definizione dei due disordini ematologici. La
leucemia acuta mieloide (LAM) è caratterizzata da un arresto maturativo delle
cellule ematopoietiche del midollo osseo; è malattia eterogenea, con parecchi sot-
totipi morfologici e citogenetici. Le sindromi mielodisplastiche (SMD) sono
invece caratterizzate da una maturazione mieloide displastica sul piano morfolo-
gico e inefficace sul piano funzionale; anche le mielodisplasie presentano carat-
teristiche alterazioni citogenetiche, differenti da quelle della LAM, evidenziabili
in una percentuale non trascurabile di pazienti.
Le SMD vengono anche definite "preleucemie" perché frequentemente, anche se
non obbligatoriamente, possono evolvere in leucemie: da anemie refrattarie, a
anemie refrattarie con eccesso di blasti, a LAM. In apparenza le SMD costitui-
scono quindi situazioni cliniche che appaiono come un modello ideale per lo stu-
dio dei meccanismi d'insorgenza delle leucemie, perché il percorso della leuce-
mizzazione sembra svolgersi in tappe successive, che ben si prestano ad essere
studiate nella loro sequenza. A questo riguardo è però necessario porsi un quesi-
to fondamentale: siamo sicuri che sono le tappe attraverso le quali più frequente-
mente si svolge il processo di leucemizzazione o invece si tratta di percorsi diver-
si, che presentano solo alcune analogie e parecchie differenze?

Leucemia acuta mieloide

I vari sottotipi morfologici, distinti secondo la classificazione FAB in entità che
vanno dall'M0 all'M7, sono associati a ben identificate alterazioni cromosomiche
riscontrate a carico delle cellule leucemiche. Così ad esempio l'M3, la leucemia
promielocitica, è obbligatoriamente associata alla t(15;17), o meno frequente-
mente ad altre traslocazioni interessanti il cr. 17; all'M2 è associata la t(8;21);
all'M4 eos. è associata l'inv(16) o la t(16;16). Le alterazioni cromosomiche coin-
volgono determinati geni, mappati in precise posizioni cromosomiche; a causa
delle alterazioni cromosomiche tali geni vengono a trovarsi in posizioni anomale
ed a funzionare in modo anormale. Essi regolano la proliferazione, la differen-
ziazione, l'apoptosi cellulare; dal loro funzionamento anomalo possono derivare
popolazioni cellulari atipiche, leucemiche.

Carlo Bernasconi
Già Professore Ordinario di Ematologia, Università di Pavia
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Lo studio delle alterazioni cromosomiche e molecolari delle cellule leucemiche
ha portato ad un duplice risultato: sul piano pratico ha fornito la possibilità di
distinguere gruppi citogenetici di leucemie a prognosi diversa (favorevole, inter-
media, sfavorevole); sul piano biologico ha consentito l’acquisizione di alcuni
meccanismi molecolari della trasformazione leucemica. Tali conoscenze sono
solo iniziali, però è evidente che la ricerca deve seguire questo percorso per iden-
tificare le alterazioni molecolari che costituiscono i meccanismi di malattia, sui
quali potere poi intervenire con una terapia efficace. È stato così accertato che le
traslocazioni/inversioni cromosomiche coinvolgono, nella grande maggioranza
dei pazienti, i seguenti geni: il recettore ? dell'ac. retinoico, il core binding factor,
il gene MML, i coattivatori della trascrizione.
Tuttavia, si deve sottolineare che non tutti i pazienti con LAM presentano altera-
zioni cromosomiche alla citogenetica classica. Infatti, il 20-40% dei pazienti,
secondo le casistiche, mostra un cariotipo normale. Anche in questi casi però, con
tecniche di biologia molecolare quali il Southern blotting e la RT-PCR, si riesco-
no ad evidenziare mutazioni geniche. I geni più frequentemente colpiti sono:
FLT3, RAS, c-KIT.
Ancora solo a scopo esemplificativo viene esaminato il gene FLT3, mappato sul
cr. 13 a livello della banda q21, che codifica per una proteina recettoriale ad atti-
vità tirosinochinasica; il corrispondente ligando è una proteina espressa sulle cel-
lule stromali. Il 35-40% dei pazienti con LAM presenta mutazioni dell’FLT3.
Una delle mutazioni più interessanti è l’ITD (internal tandem duplication), che
consiste nella duplicazione di un frammento variabile della porzione iuxta-mem-
brana; il frammento duplicato si fonde, con orientamento testa-coda, con la por-
zione restante del gene, forma dimeri in assenza del ligando, con conseguente
autofosforilazione del recettore. L’attivazione di FLT3 si accompagna ad un bloc-
co dei sistemi di controllo dell’apoptosi, che da sola non è però sufficiente a cau-
sare una LAM; perché questa si sviluppi è necessario che si associ un’altra alte-
razione genica, che determini un blocco differenziativo.

Sindromi mielodisplastiche

È un capitolo dell’ematologia che si è sviluppato negli ultimi decenni. La classi-
ficazione FAB ha portato il grande vantaggio di uniformare le casistiche e con-
sentirne il raffronto. 
Anche nelle SMD vengono riscontrate frequenti anomalie cromosomiche, soprat-
tutto a carico dei cr. 5 e 7; abbastanza frequenti sono anche le anomalie a carico
delle braccia lunghe del cr. 20 e i cariotipi complessi (presenza di 3 o più ano-
malie). Si tratta di alterazioni cromosomiche diverse da quelle ricordate per le
LAM “de novo” nell’adulto, ma simili a quelle delle LAM dell’anziano.
Sul piano della pratica clinica è stato dimostrato che anche per le SMD, come per
le LAM, le alterazioni citogenetiche possono venir utilizzate come attendibili
indicatori prognostici, ed essere distinte nell'International Prognostic Scoring
System come parametri di buona, intermedia, cattiva prognosi. 
Sul piano dei meccanismi patogenetici molto si è imparato dalle SMD/LAM
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secondarie a precedenti terapie. In questo gruppo di malattie sono state indivi-
duate diverse entità con caratteristiche peculiari:
1. le leucemie successive all'impiego di agenti alchilanti, nelle quali le anomalie

interessano i cr. 5 e 7, l'esordio della leucemia è preceduto da una fase di mie-
lodisplasia, il periodo di latenza è di 2-5 anni; si tratta in genere di pazienti
anziani e la risposta alla terapia è scarsa;

2. le leucemie successive all'impiego di inibitori delle topoisomerasi II, nelle
quali l'anomalia cromosomica più frequente è la t(11q23), non esiste una fase
preleucemica, il periodo di latenza è di 1-2 anni; si tratta di pazienti pù gio-
vani, la risposta alla terapia d'induzione è buona, ma la sopravvivenza a lungo
termine è scarsa;

3. infine un gruppo di leucemie successive all'impiego di agenti citotossici vari,
che sono caratterizzate da anomalie cromosomiche uguali a quelle riscontrate
nelle LAM a buona prognosi (le traslocazioni 15;17 e 8;21 e l'inversione del
16); in questi casi, come nelle LAM "de novo", la risposta alla terapia è buona,
anche a lungo termine.

Lo studio delle SMD/LAM secondarie a terapie citotossiche ha consentito a Jens
Pedersen-Bjergaard (2002) di formulare per questi disordini ematologici diffe-
renti percorsi patogenetici, caratterizzati da alterazioni cromosomiche primarie e
secondarie, che conducono a mutazioni geniche di RAS, di TLT3, della p53 e
altre, proprie dei processi di leucemizazione. In precedenza Eva Hellström-
Lindberg all’ASH Meeting del 2000 aveva presentato un analogo schema pato-
genetico di insorgenza delle mielodisplasie e loro successiva evoluzione leuce-
mica, comprendente anche l’importanza preparatoria di mutazioni geniche eredi-
tarie o acquisite e di una possibile predisposizione costituzionale riguardante i
meccanismi di riparazione del DNA, il catabolismo degli agenti tumorali, l’insta-
bilità genomica. 
Che esistano situazioni preparatorie della mielodisplasia/leucemia è un’ipotesi
molto interessante, che trova conferma anche in dati segnalati recentemente.
Infatti, Offman et al. in un articolo pubblicato su Blood nell’agosto 2004 riferi-
scono di aver osservato in casi di SMD/LAM insorti dopo trapianto di organo
(cuore, rene, polmone) un’evidente correlazione con un difetto di riparazione del
DNA: lo studio del profilo genico ha evidenziato una instabilità dei microsatelli-
ti in tutti (7 su 7) i pazienti con SMD/LAM secondaria a trapianto, instabilità dei
microsatelliti che invece si osserva infrequentemente nelle LAM “de novo”. Al
riguardo è ancora da sottolineare il fatto che il progressivo aumento di incidenza
delle SMD/LAM con l’avanzare dell’età ben si correla con i risultati dell’analisi
dei microarray, che hanno posto in evidenza come con l’età si osservi una pro-
gressiva acquisizione di difetti genici.
Trattando i difetti intrinseci alla cellula staminale nelle SMD è necessario ricor-
dare il controllo “epigenetico” dell’espressione ginica, termine ccon cui si indica
una modificazione dell’espressione genica mediato da meccanismi differenti da
quelli controllati dalla sequenza nucleotidica primaria di un gene. Al riguardo
sono importanti i processi di metilazione del DNA nelle regioni promoter dei
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geni, i siti dove inizia la trascrizione del DNA in RNA. La metilazione del DNA
inattiva i geni onco-soppressori, e questo potrebbe essere un importante mecca-
nismo epigenetico della leucemogenesi. Schematicamente il processo si svolge
nel modo seguente: nella regione promoter del gene sono accumulati siti CpG
(Citosina precedente Guanina); nelle cellule normali tali siti sono non-metilati e
permettono un’attiva trascrizione genica; nelle cellule displastiche/neoplastiche
tali siti sono invece mutilati e impediscono la trascrizione genica. È questo il ber-
saglio molecolare sul quale vuole incidere l’impiego terapeutico di agenti ipome-
tilanti (quali la Decitabina) nel trattamento delle SMD.

Il ruolo del microambiente

È noto che nella patogenesi delle SMD un ruolo importante viene svolto, accan-
to al difetto genetico intrinseco (cioè il danno del DNA), anche dall’azione di fat-
tori estrinseci (aumentata produzione di citochine inibitrici della differenziazione
cellulare, mancanza di appropriata adesione/interazione fra cellule e stroma,
eccessiva neoangiogenesi, intervento di meccanismi immuni), con profonde
modificazioni del microambiente midollare.
Certamente i rapporti fra progenitori emopoietici normali e displastici/neoplasti-
ci da una parte, e cellule dello stroma midollare e matrice extracellulare dall’al-
tra, sono molteplici e complessi. Sono mediati da citochine e chemochine, mole-
cole di adesione, recettori e ligandi a diversa localizzazione. La complessità è
aumentata dall’intrecciarsi di meccanismi patologici con processi apparentemen-
te fisiologici. Per illustrare tale concetto è sufficiente richiamare l’attenzione sul
fattore SDF-1, chemochina prodotta dalle cellule dello stroma, che svolge un
ruolo fondamentale nell’homing delle cellule staminali ematopoietiche;il corri-
spondente recettore CXCR4 è presente sulle cellule CD34+. Lo stesso fattore
SDF-1 si ritrova in organi danneggiati (fegato, cuore, cervello, ecc) e il suo livel-
lo di espressione può funzionare come gradiente di richiamo di cellule staminali
CXCR4+ nelle sedi di un danno tessutale (Körbling e Estrov, 2003; Ratajczak et
al., 2004). 
L’asse SDF-1 / CXCR4 può quindi essere considerato come un meccanismo fisio-
logico di riparazione cellulare. Ma lo ritroviamo anche fra gli eventi che condi-
zionano una prognosi sfavorevole nelle LAM. Infatti la mutazione FLT3/ITD (già
riportata) mostra un aumentata espressione di CXCR4, e questa si associa ad una
significativa riduzione della sopravvivenza per alta probabilità di ricaduta dei
pazienti con LAM che presentano tale alterazione molecolare (Rombouts et al.,
2004).

In conclusione, il rapido accumularsi di nuove acquisizioni, talora completa-
mente inaspettate (come l'associazione della mutazione FLT3/ITD con l'espres-
sione del CXCR4), lascia intravedere il coinvolgimento di fattori patologici
(come le mutazioni geniche) e fattori fisiologici (come l'interazione chemochina-
recettore) nel causare meccanismi di malattia.
Non possiamo far altro che pensare che siamo solo all'inizio di questa ematolo-
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gia molecolare. Le nuove conoscenze, che si stanno accumulando a valanga, ci
costringono a ritenere insoddisfacenti le attuali classificazioni cliniche delle
LAM e delle SMD, e considerarle solo come formulazioni di lavoro che debbo-
no di volta in volta essere aggiornate. 
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Dalla morfologia ai microarray:
come e perché si sta modificando l’approcio
diagnostico alle malattie emato-oncologiche

Andrea Biondi
Centro M. Tettamanti, Clinica Pediatrica Università Milano-Bicocca

Non c’è campo della medicina che non risenta delle straordinarie potenzialità tec-
nologiche offerte dalla moderna genetica molecolare. L’avvenuta sequenza del
genoma, la possibilità di miniturizzare l’analisi dell’espressione di tutti i geni così
come l’analisi delle alterazioni piccole (mutazioni) e grandi (delezioni e amplifi-
cazioni) del genoma, l’avvento di metodi sempre più sofisticati ed accurati per
inibire in modo selettivo e duraturo l’espressione di un gene, accanto alle poten-
zialità della bioinformatica, sono solo alcuni degli esempi di questa “rivoluzio-
ne”. L’approccio diagnostico approfondito, mediante l’integrazione del risultato
morfologico, immunofenotipico e genetico, permette un inquadramento diagno-
stico più accurato nella maggior parte delle malattie emato-oncologiche (leuce-
mie e linfomi). La disponibilità di marcatori genetici specifici, può essere utiliz-
zata per dimostrare livelli di malattia che non sono rilevabili con le comuni tec-
niche diagnostiche. Il rilievo di un livello molecolare di malattia (definita malat-
tia residua minima), viene utilizzata per identificare pazienti con una diversa pro-
gnosi e per identificare più precocemnte la ripresa clinica della malattia.
L’avvento delle nuove nano tecnologie che valutano contemporaneamente l’e-
spressione di migliaia di geni mediante la tecnica dei micro arrays ha aperto
nuove prospettive sia da un punto di vista diagnostico che per la comprensione
dei meccanismi alla base della trasformazione leucemica. Oltre al probabile
impatto nella classificazione ed assegnazione a diverse classi di rischio, lo studio
dei profili di espressione permette la definizione di pathways metabolici e alla
identificazione di nuovi bersagli per interventi terapeutici sempre più mirati. La
disponibilità di interferire con il prodotto genico alterato sia a livello della sua
espressione (mediante l’approccio di RNA-interference) che proteico, sfruttando
la proprietà di piccole molecole di neutralizzare l’attività patologica della protei-
na anomala delle cellule leucemiche, ha aperto un nuovo capitolo della medicina
molecolare.
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Management and new treatment options
in adult ALL

Management and new treatment options in adult acute lymphoblastic leukemia
mainly include (1) shortened and intensified induction and consolidation
chemotherapy, (2) new approaches for stem cell transplantation (SCT) (3) anti-
body therapy, (4) molecular targeting of signal transduction cascade e.g. with
tyrosine kinase inhibitors, (5) evaluation of minimal residual disease (MRD) for
monitoring and treatment decisions and (6) new microarray techniques for iden-
tification of markers with potential diagnostic and prognostic relevance. 
New approaches for chemotherapy include shortened induction therapy with
intensified anthracyclines, dexamethasone, pre-treatment with cyclophosphamide
and PEG-L-asparaginase. PEG-L-Asparaginase, which has the advantage of
being applied only once instead of repeated injections of native E.coli
Asparaginase for 2 weeks is currently explored in childhood and adult ALL stud-
ies. Also Dexamethasone instead of prednisone is expored in children as well as
in adults. Dose and duration seems to be important. New consolidation cycles e.g.
include HDAC, HDMTX and new drugs such as purine analogues e.g. Nelarabine
or intrathecal Depocyte. Higher antileukemic activity leads to higher CR rates
(>90%). However infections remain a major problem in adult ALL. Therefore
intensified supportive measures including the use of G-CSF during induction and
consolidation are required. 
In SCT new approaches are directed to (1) the extension of SCT indications e.g.
by the inclusion of mini-transplants in elderly or comorbid patients, (2) the
improvement of antileukemic effectivity by new conditioning regimens e.g. with
radioimmunoconjugates or by the improvement of graft-versus-leukemia effects
e.g. with donor lymphocyte infusions or mini-transplants after tumor-reduction
by autologous SCT.
Regarding antibody therapy the use of Rituximab has substantially improved the
outcome of patients with mature B-ALL, Burkitt and Burkitt-like NHL.
Rituximab is now also explored in B-lineage CD20+ ALL in elderly, in standard
risk patients and as an in vivo purging for adult high risk B lineage CD20+ ALL.
For adult T-ALL and T-lymphoblastic lymphoma antiCD52 (Campath) is evalu-
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ated in relapsed/refractory or MRD+ patients and may in the future become a part
of front-line regimens. 
New molecular therapeutic strategies are evaluated particularly in Ph/bcr-abl-
positive ALL such as the specific Abl-tyrosine kinase inhibitor Imatinib (former
STI571). With Imatinib remissions can be achieved in relapsed/refractory ALL
patients even in patients with relapse after allogeneic SCT. At present Imatinib is
explored concomitant to induction therapy in younger Ph/bcr-abl-positive ALL
patients and in 3 trials the CR rate was > 90%. In elderly Ph/bcr-abl-positive
patients an ongoing randomized trial showed a CR rate of more than 90% in
patients receiving Imatinib as a single drug induction therapy over a period of 4
weeks. In patients who remain MRD positive after Imatinib other targeted thera-
pies such as monoclonal antibodies, donor lymphocyte infusions after SCT, a-
interferon or new signal transduction inhibitors e.g. farnesyl transferase inhibitors
(FTI) are explored.
Measurement of MRD allows the definition of three MRD-based risk groups:
MRD low-risk, MRD-high-risk and MRD intermediate risk patients. All of them
are in the need of a specifically defined therapy. 
Microarray technology in ALL has first confirmed the immunologically defined
ALL subtypes, led to the identification of new subgroups but may also be able to
distinguish patients with high risk of relapse within standard risk ALL patients
which cannot be subdivided by conventional risk criteria. 
In conclusion modern approaches for the treatment of adult ALL are very com-
plex in terms of diagnosis, treatment options and treatment strategies: However,
it seems that only these very complex approaches will improve the outcome of
adult ALL substantially. 
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Molecular targets in chronic myeloid
leukemia

This study was supported by Cofin 2003 (M. Baccarani), AIL, AIRC, Fondazione
Del Monte di Bologna e Ravenna, FIRB 2001 and Ateneo 60% grants.

Abstract

Specific tyrosine kinase inhibitors (TKIs) are rapidly developing clinical tools
applied for the inhibition of malignant cell growth and metastasis formation. As
a general tumor model, the chimerical Bcr-Abl protein expressed by chronic
myeloid leukemia (CML) cells has constitutive tyrosine kinase activity. Imatinib,
an ATP-competitive selective inhibitor of Bcr-Abl, has unprecedented efficacy for
the treatment of CML. The most common imatinib resistance mechanism
involves Bcr-Abl kinase domain mutations that impart varying degrees of drug
insensitivity. To overcome resistance, several approaches have been studied in
vitro and in vivo. They include dose escalation of imatinib, combination of ima-
tinib with chemotherapeutic drugs, alternative Bcr-Abl inhibitors (TKIs),
inhibitors of kinases downstream of Bcr-Abl such as Src kinases, farnesyl and
geranylgeranyl transferase inhibitors, histone deacetylase, proteasome and
cyclin-dependent kinase inhibitors, arsenic trioxide strategies. Further investiga-
tions into the molecular mechanisms of disease and how to specifically target the
abnormal processes will guide the design of new treatment modalities in future
clinical trials. This review highlights the development of new TKIs as a specific
molecularly targeted therapy and as the principal mechanisms to overcome ima-
tinib resistance.

Background

Chronic myeloid leukemia (CML) is a hematopoietic disorder characterized by
the malignant expansion of bone marrow stem cells. CML is almost unique
among human cancers since a single genetic defect is responsible for the trans-
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formed phenotype. The cytogenetic hallmark of more than 90% of CML cases is
indeed a reciprocal t(9;22)(q34;q11) chromosomal translocation, (1) that creates
a derivative 9q+ and a small 22q-, most commonly referred to as the Philadelphia
(Ph) chromosome (2). As a result of this translocation, the latter harbors a BCR-
ABL fusion gene encoding a chimeric Bcr-Abl protein with deregulated tyrosine
kinase activity, the expression of which has been shown to be necessary and suf-
ficient for the transformed phenotype of CML cells (3, 4). Through the contribu-
tion of various researchers, the past twenty years have brought us considerable
knowledge on the molecular and cell biology of CML, creating the essential plat-
form for molecular targeted therapies to be engineered. It soon became clear that
the Bcr-Abl oncoprotein itself is the ideal target, since a) it has a central role in
CML pathogenesis, and b) it is not expressed by normal cells. Furthermore, the
dissection of the signal transduction pathways affected by the deregulated kinase
activity of Bcr-Abl has provided information on additional or alternative sig-
nalling steps that could be interrupted in an attempt to block the leukemogenic
process. Bcr-Abl exerts its oncogenic effects in CML cells essentially by stimu-
lating cell proliferation, inhibiting apoptosis and altering cell adhesion to bone
marrow stroma. Signal transduction cascades involved in these cellular processes
and activated by Bcr-Abl include, among others:
- Ras (5); 
- mitogen-activated protein kinase (MAPK) (6) and its downstream effectors

MEK and Erk;
- phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) (7, 8) and its downstream effector Akt.

With the only exception of Ras, all these proteins share with Bcr-Abl an intrigu-
ing feature, i.e. they all are tyrosine kinases (TKs). 
Specific tyrosine kinase inhibitors (TKIs) are rapidly developing clinical tools
applied for the inhibition of malignant cell growth and metastasis formation.
Imatinib mesylate (formerly STI571; Gleevec™ or Glivec®, Novartis
Pharmaceuticals, Basel, Switzerland) is the first, successful example of molecu-
larly targeted therapy for CML. It is a small-molecule inhibitor of the Bcr-Abl
tyrosine kinase, as well as of a limited number of other kinases (c-Kit, PDGF-R,
ARG) (9, 10) Preclinical and clinical studies (11-18) have confirmed the remark-
able efficacy and high tolerability of this drug. The Bcr-Abl inhibitor imatinib
mesylate is now the first-choice treatment of all newly diagnosed CML patients,
but the initial striking efficacy of this drug has been cast into shadow by the evo-
lution of clinical resistance. The emergence of resistance to imatinib has prompt-
ed research to focus on strategies aiming at preventing or overcoming this phe-
nomenon. Since resistance often coincides with the reactivation of the kinase
activity within the leukemic clone, either Bcr-Abl itself or Bcr-Abl-triggered
downstream signalling pathways remain good targets for molecular therapy.
Several approaches have been studied both in vitro and in vivo. They include dose
escalation of imatinib, combination of imatinib with chemotherapeutic drugs,
alternative Bcr-Abl inhibitors (TKIs) including Src kinase inhibitors, inhibitors of
kinases downstream of Bcr-Abl. Further investigations into the molecular mech-
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anisms of disease and how to specifically target the abnormal processes will
guide the design of new treatment modalities in future clinical trials.

Amplification of BCR-ABL gene or mutations in the BCR-ABL gene are the
primary mechanisms of imatinib resistance.
Despite high rates of hematologic and cytogenetic responses, primary refractori-
ness and acquired resistance to imatinib are observed in a growing number of
patients, especially those in more advanced stages of the disease. Resistance has
been traced to two main mechanisms:
a) the overexpression of Bcr-Abl, mainly due to gene amplification, (19,20) and,

more frequently;
b) the acquisition or the selection of specific point mutations within several

critical regions of the Abl kinase domain (Figure 1) (19-27).
Clonal cytogenetic evolution, i.e. occurrence of cytogenetic abnormalities in
addition to the Philadelphia chromosome, has also been reported to contribute to
relapse in patients undergoing imatinib treatment (20). 
Crystallographic studies have shown that the high selectivity and efficacy of ima-
tinib relies on its ability to bind and lock Bcr-Abl in its inactive, auto-inhibited
conformation (28, 29). Mutations seem to act by disrupting critical contact points
between imatinib and Bcr-Abl or, more often, by inducing a transition from the
inactive to the active state, a conformation to which Imatinib is unable to bind.
From analyses of clinical samples, the repertoire of mutations found in associa-
tion with the resistant phenotype has been accruing slowly but inexorably over
time (Table 1). Nevertheless, data about the relative as well as overall frequency
of such mutations are still conflicting. It is also currently unclear whether Abl
mutations, or a specific subset of them, may harbor prognostic significance in
terms of time to progression and/or survival (20, 24, 26). 

Fig. 1 - Distribution of reported point mutations within the ABL kinase domain.
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Alternative ABL inhibitors or high dosage of imatinib? 
Different ABL mutants seem to have different degrees of resistance to Imatinib
(Table 2). In vitro data indicate that while some mutations seem to confer a high-
ly resistant phenotype, thereby suggesting withdrawal of Imatinib in favour of
alternative therapeutic strategies, other might be simply overcome by dose-esca-
lation (30, 31). Routine testing for emerging mutations should enter the clinical
practice in order to assure a rational therapeutic management of CML patients.
For those patients who do not benefit from dose-escalation, novel inhibitors
would be a welcome addition to the drug armamentarium (Table 3). It is con-

Table 1 - BCR-ABL point mutations associated with imatinib resistance detected in CML or ALL patients.

Nucleotide changea Amino acid changeb No. of cases (detected/tested) References

A1094G M244V 6/165 20,26,24,54
C1106G L248V 2/29 26, b
G1113A G250E 7/127 26,24,21, 54
G1112A G250R 1/117 a
G1120C Q252R 1/32 24
G1120T Q252H 12/125 20,26,24
T1121C Y253H 11/194 20,24,21,25,54
A1122T Y253F 8/165 20,26,24, 54
G1127A E255K 30/222 20,26,24,21,25,50,54
A1128T E255V 4/141 20,26,21,51, 54
A1191G D276G 1/33 53 b
A1194G T277A 1/117 a
T1230C V289A 52
T1494C F311L 2/64 22,54
C1308T T315I 27/194 20,26,21,25,53
C1308A T315N 1/33 53
C1315G F317L 5/100 24,21,54
T1392C M343T 1/32 24
T1416C M351T 25/244 20,26,24, 21,22,54
T1428G E355G 5/65 20,26,24,54
T1439G F359V 5/99 26,24
T1440G F359A 2/150 53,a
G1499A V379I 1/32 24
T1508C F382L 1/32 24
T1523A L387M 2/149 24
G1523C L387F 3/117 a
A1551C H396P 52,25
A1551G H396R 7/52 20,26,24,54
A1558C A397P 1/117 a
C1614A S417Y 1/27 26
G1739A E459K 1/27 26
T1821C F486S 1/27 26

aNucleotide positions according to GenBank accession number M14752.
bAmino-acid positions, denoted with the single letter code, are those for GenBank sequence (accession
number AAB60394) and correspond to ABL type 1a. 
Additional mutations from ASH2003 abstracts: Kreil et al. Blood 2003;102(Suppl.1):71a (ref. a in tab 1);
Chu et al. Blood 2003; 102 (Suppl 1): 70a (ref. b in tab 1), and a review article by Nardi et al. (52)
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ceivable that several targeted inhibitors could be necessary - this would allow cli-
nicians to combine different compounds or to switch from one to another, indi-
vidualizing therapy on the basis of molecular surveillance of the BCR-ABL
sequences present in the tumor load.

“Dual” SRC and ABL inhibitors
Bcr-Abl activates multiple signaling pathways, including members of Src family
kinases such as Lyn and Hck. Previous studies have demonstrated that multiple

Table. 2 - IC50 values for wild-type (WT) ABL and BCR-ABL and for the main BCR-ABL mutants. 

IC50 (mM Imatinib) Benefit from
BCR-ABL Corbin (29) Azam (49) Hochhaus (20) Shah (24) von Bubnoff (25) dose-
type (2002) (2003) (2002) (2002) (2003) escalation?

WT ABL 0.025 - 
WT BCR-ABL 0.5 0.6 0.6 >0.1 >0.5 -
M244V 1.6 3.1 Y
M244I 1.4 Y
G250E 4.5 >20 >10 N
Q252H 2.6 2.9 Y
Y253H >17.7 17.7 3.7 >10 N
Y253F 5.0 1.8 N
E255V >17.7 >5 >10 N
E255K 7.5 12.1 >5 >10 >10 N
F311L 0.7 1.3 N
T315I >17.7 >20 >10 >10 N
T315S 3.8 N
F317L 1.3 2.3 7.5 N
M351T 1.5 4.9 4.4 Y
M351I 1.6 Y
E355G 2.0 2.4 Y
F359V 1.4 Y
V379I 1.0 Y
L387M 1.1 Y
H396P 4.3 >0.1 >0.5 N
H396R 5.4 N

Table. 3 - New tyrosine kinase inhibitors entered in clinical trials. 

Agent Company Target Class Phase Principal indications

SKI606 Wyeth-Ayerst Abl, Src TKI I Glivec-refractory 
CML

BMS354825 BMS Abl, Src TKI II Glivec-refractory 
CML

AZD0530 Astra Zeneca Abl, Src TKI I Glivec-refractory 
CML

AP23464 Ariad Abl, Src TKI I Glivec-refractory 
CML

CGP76030 Pfizer Src TKI / Glivec-refractory 
CML
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domains of Bcr-Abl interact with and activate Src kinases independently of Bcr-
Abl kinase activity, and studies with dominant-negative mutants and Src
inhibitors suggest that Src kinases may contribute to the proliferation and survival
of myeloid cell lines expressing Bcr-Abl in vitro (32).
Hck and Lyn are expressed and activated in CML blast-crisis patients and their
increased expression correlates with disease progression or STI571 resistance in
some CML patients. This insight raises the possibility that small-molecule with
“dual” kinase inhibitory activity either against ABL or SRC, might have activity
in CML and ALL Ph+ patients. Several compounds originally described as Src
kinase inhibitors were subsequently shown to inhibit Abl at nanomolar concen-
trations. Indeed, promising in vitro activity against a limited number of imatinib-
resistant BCR-ABL isoforms has been seen for two compounds from the pyri-
do[2,3-d]pyrimidine class of dual SRC-ABL inhibitors (PD166326 and
PD180970) (33-35).

PD180970 and PD173955 as ABL and SRC inhibitors. Eminent alternative
Abl inhibitor are PD180970 and PD173955, pyrido-[2,3-d]pyrimidine com-
pounds. The crystal structure of PD173955, in complex with imatinib has been
recently solved. These studies indicate that the most important difference
between the binding of imatinib and PD173955 is the fact that the latter binds
both the active and inactive conformations of Abl. Although PD173955 contacts
far fewer amino acid residues than does imatinib, it inhibits the tyrosine kinase
at approximately 100-fold lower concentrations. A recent study showed that
PD180970 is active against ABL mutations affecting the P-loop and A-loop of
ABL (36). In contrast, there is no activity toward the T315I mutant. Although the
pharmacological properties of this compound make it unsuitable for clinical use,
these data suggest that it will be possible to target imatinib-resistant ABL
mutants. 

SKI606 and 4-anilino-3-quinolinecarbonitrile Src kinase inhibitors.
Recently, a new class of compounds, 4-anilino-3-quinolinecarbonitrile Src kinase
inhibitors, has been synthesized. One member of this class, SKI-606, is a dual-
specificity inhibitor of both Src family and Abl kinases. The in vitro effects of
SKI-606 have been analyzed on human cell lines from CML patients in blast cri-
sis (K562, MK2, LAMA) using a wide range of concentrations (0.01mM,
0.1mM, 1mM, 10mM) of this novel agent (37). Cell cycle analysis for the cell
lines, showed that a major effect of SKI-606 is to alter cell cycle progression, pro-
ducing G1/S arrest. SKI-606 induced dose-dependent inhibition of proliferation
with IC50 of 1mM at 24hr. Flow cytometric analysis with Annexin-V showed that
SKI-606 induced apoptosis of 50% of cells at 48hr. Western blotting and
immuno-blotting analyses showed reduced phosphorylation of Bcr-Abl and also
of Lyn and Hck. Activation of Caspase-9, an effector cysteine-protease, after
exposure to SKI-606 was also reported. This study thus showed a potential ther-
apeutic usefulness of the drug in treatment of CML, particularly in blast crisis
phase. 
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A new dual SRC and ABL inhibitor entered in clinical trials: BMS-354825.
Crystallographic studies predict that most imatinib-resistant mutants should
remain sensitive to inhibitors that bind ABL with less stringent conformational
requirements. BMS-354825 is an orally bioavailable ABL kinase inhibitor with
two-log increased potency relative to imatinib that retains activity against 14 of
15 imatinib-resistant BCR-ABL mutants. BMS-354825 prolongs survival of mice
with BCR-ABL-driven disease and inhibits proliferation of BCR-ABL-positive
bone marrow progenitor cells from patients with imatinib-sensitive and imatinib-
resistant CML (38). These data illustrate how molecular insight into kinase
inhibitor resistance can guide the design of second-generation targeted therapies.
In addition, the normally smooth contour of the phosphate-binding loop of ABL
is distorted by imatinib binding, adding further to the unique conformational
requirements for optimal kinase inhibition. These conformation-specific binding
requirements contribute to imatinib selectivity, particularly with regard to the
closely related kinase SRC, which imatinib does not inhibit. Structural studies of
the pyrido[2,3-d]pyrimidine class of dual SRC-ABL inhibitors show that these
compounds also bind to the ATP-binding site in ABL, but without regard for the
position of the activation loop, which can be in the active or inactive conforma-
tion. The only imatinib-resistant BCR-ABL isoform that was clearly resistant to
BMS-354825 was the T315I mutant, which retained kinase activity even in the
presence of µM concentrations of the compound. 

Other dual Src and ABL kinase inhibitors: AZ0530 and AP23464. Other Src
kinase inhibitors seem to be effective in pre-clinical model of solid tumors. 
This is the case of AZ0530. However, few information have been reported about
this drug (http://www.astrazeneca.com/Article/500081.aspx) and clinical applica-
tion or pre-clinical studies are not yet available. 
Another dual SRC inhibitor is AP23464. Very recently, it has been reported by
O’Hare et al. (39) that AP23464 is a potent ATP-based inhibitor of Src and Abl
kinases. It has been shown that the drug displays antiproliferative activity against a
human CML cell line and Bcr-Abl transduced Ba/F3 cells (IC(50) = 14 nM; ima-
tinib IC(50) = 350 nM) (39). AP23464 ablates Bcr-Abl tyrosine phosphorylation,
blocks cell cycle progression, and promotes apoptosis of Bcr-Abl expressing cells.
Biochemical assays with purified GST-Abl kinase domain confirmed that AP23464
directly inhibits Abl activity. Importantly, the low nanomolar cellular and biochem-
ical inhibitory properties of AP23464 extend to frequently observed imatinib-resist-
ant Bcr-Abl mutants, including nucleotide binding P-loop mutants Q252H, Y253F,
E255K, C-terminal loop mutant M351T, and activation loop mutant H396P. Like
similar compounds, AP23464 was ineffective against the T315I mutant. 

CGP76030, a SRC inhibitor plus an ABL inhibitor shows better results on
Ph+ Acute Lymphoblastic Leukemia. A recent study showed that certain Src
kinases are necessary for the induction of B-cell acute lymphoblastic leukemia
(B-ALL) but not CML (32). This evidence provided a rationale for the use of Src
kinase inhibitors to treat Ph+ B-ALL. The kinase inhibitor CGP76030 impaired
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the proliferation of B-lymphoid cells expressing Bcr-Abl in vitro and prolonged
survival of mice with B-ALL but not CML. The combination of CGP76030 and
imatinib was superior to imatinib alone in this regard. The biochemical target of
CGP76030 in leukemia cells was Src kinases, not Bcr-Abl. These results impli-
cate Src family kinases as therapeutic targets in Ph+ B-ALL. Simultaneous inhi-
bition of Src and Bcr-Abl kinases with a “dual” inhibitor or with a “combinato-
ry” TKI approach, may benefit individuals with Ph+ acute leukemia. 

Agents That Target Pathways Downstream of Bcr-Abl
TKIs or other compounds may be used to inhibit Bcr-Abl downstream signal
transduction pathways. A multitude of signaling pathways are activated by Bcr-
Abl. These pathways are potential targets for intervention where inhibition of Bcr-
Abl itself is not complete. It is also conceivable that oncogenic stimuli other than
Bcr-Abl activate such pathways.

Farnesyl Transferase Inhibitors. Despite a TK is not directly involved, farnesy-
lation, i.e., the transfer of an isoprenoid (farnesyl) moiety to the C terminus of the
protein, is required for Ras to localize to the cell membrane. This sub-cellular
localization is necessary for Ras to activate Raf1 and the MAP kinase pathway
(40). Numerous cellular proteins are farnesylated and the precise mechanism of
growth inhibition by FTIs is unknown. Since Ras is a major pathway activated by
Bcr-Abl, this pathway is presumed to be the target of FTIs in these cells. FTIs
inhibit the proliferation of Bcr-Abl-positive cells, including those that are resist-
ant to imatinib (41) but do not induce apoptosis. Simultaneous treatment of Bcr-
Abl expressing cells with imatinib and FTIs results in apoptosis only if some inhi-
bition of Bcr-Abl is achieved, as in cell lines with increased expression of Bcr-
Abl. In contrast, apoptosis is not induced in cell lines that express Bcr-Abl with
the T315I mutation, which has an extremely high IC50. This suggests that for the
induction of apoptosis, Bcr-Abl tyrosine kinase activity must be reduced below a
certain threshold. 

Mitogen-Activated Protein Kinase Inhibitors. Activation of Ras by Bcr-Abl is
thought to activate the MAP kinase pathway. Synergism of MAP kinase inhibitors
with imatinib was demonstrated in BCR-ABL-positive cell lines, whereas this
drug combination did not affect the proliferation of normal mononuclear cells
(42).

Phosphatidylinositol-3 Kinase Inhibitors. Phosphatidylinositol-3 kinase activ-
ity is another major downstream target of Bcr-Abl that has been shown to be
required for Bcr-Abl to induce leukemia in mice. In cell lines, phosphatidylinos-
itol-3 kinase inhibitors are synergistic with imatinib. The situation is less clear in
primary cells, where there is great variability between individual patients (43).
One general caveat with all agents that target pathways downstream of Bcr-Abl
may be the fact that inhibition of individual pathways may not be sufficient to
shut down the entire system.
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Novel anti-Bcr-Abl agents
These observations emphasize the need to develop and test novel anti-Bcr-Abl
agents, having mechanisms of antileukemic activity distinct from those described
for imatinib. Particularly attractive would be those agents that not only enhance the
antileukemic effects of imatinib but also exert cytotoxic effects against imatinib-
refractory CML-BC such as a cinnamic acid hydroxamate and LAQ824, which has
been shown to act as a potent Histone deacetylase inhibitor (HDI) (44-46).
Geldanamycin and derivatives inhibit heat shock protein 90 (HSP90), a molecu-
lar chaperone that stabilizes the Bcr-Abl protein among others. Treatment of Bcr-
Abl expressing cell lines with these agents suppresses growth and induces apop-
tosis.47 In their presence, Bcr-Abl is degraded via the proteasome pathway.
Interestingly, Bcr-Abl proteins with mutations of the kinase domain may be even
more sensitive to geldanamycin than the wild-type protein (47). This observation
makes these agents particularly attractive for therapy of patients carrying a mutat-
ed Bcr-Abl protein.
Finally, arsenic trioxide also leads to the degradation of Bcr-Abl protein, although
the mechanism is not understood (48).
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Patogenesi della leucemia linfatica cronica
(B-LLC): interazioni tra cellule maligne
e microambiente

La leucemia linfatica cronica (LLC) è caratterizzata dal progressivo ed inarresta-
bile accumulo di linfociti B monoclonali negli organi linfoidi e nel sangue peri-
ferico. Essi esprimono caratteristicamente la molecola CD5 sulla superficie cel-
lulare. Numerose evidenze sperimentali hanno suggerito che la cellula leucemi-
ca, nonostante sia portatrice di alterazioni genetiche responsabili della trasforma-
zione neoplastica, necessiti dell’interazione costante e ripetuta con numerosi ele-
menti cellulari circostanti che formano il cosiddetto microambiente cellulare.
Queste interazioni sono responsabili della sopravvivenza e dell’accumulo delle
cellule leucemiche che, in assenza dell’ambiente appropriato, sono destinate a
morire rapidamente per apoptosi. La capacità di rispondere a stimoli mediati dai
linfociti T attivati, insieme allo studio dell’uso selettivo di alcuni geni delle
immunoglobuline (Ig) e alla presenza di mutazioni somatiche nelle sequenze
delle Ig, hanno suggerito che la stimolazione antigenica possa avere un ruolo fon-
damentale nella storia naturale della malattia.
La nostra attività di ricerca è stata indirizzata ad approfondire ulteriormente tali
aspetti cercando di definire:
gli elementi cellulari pre-neoplastici o neoplastici iniziali sui quali per primi si
possa esercitare l’azione del microambiente;
il ruolo specifico e differenziale svolto dai linfociti T e dalle cellule stromali nel
favorire la sopravvivenza delle cellule di LLC;
il potenziale ruolo della stimolazione antigenica specifica nella storia naturale
della malattia.

Identificazione e caratterizzazione di linfociti B monoclonali circolanti nel
sangue periferico di individui altrimenti sani

Abbiamo studiato il sangue periferico di 500 individui di età superiore ai 65 anni
e senza patologie ematologiche o oncologiche note. Abbiamo valutato mediante
analisi citofluorimetrica la possibile presenza di squilibri nel rapporto tra le cate-
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ne kappa e lambda sulla superficie dei linfociti B circolanti (sia CD5+ sia CD5-)
indicatori della presenza di popolazioni monoclonali. Mediante questa semplice
metodica sono stati rilevati alterati rapporti ?/? (>3:1 o < 1:3) in 19 individui
(3,8%). La frequenza di tali popolazioni è risultata ancora più alta tra gli indivi-
dui con più di 75 anni di età (5,7%). La presenza di popolazioni B linfocitarie
monoclonali è stata confermata anche mediante analisi in RT-PCR per i geni delle
Ig che ha evidenziato una banda monoclonale in 14 casi sui 15 testati. Queste
popolazioni cellulari sono state inoltre caratterizzate dal punto di vista citofluori-
metrico evidenziando una notevole eterogeneità. Nove casi presentavano popola-
zioni con aspetto fenotipico simile alla LLC (LLC classiche: CD5+, CD23+,
CD20basso, Igbasse). Tre altri casi pur essendo CD5+ sulla superficie presentavano
livelli elevati di CD20 e Ig (LLC atipiche). Infine, circa metà dei casi (7) risulta-
vano CD5- (Non-LLC), ad indicare una predisposizione di entrambe le sottopo-
polazioni B linfocitarie ad espandersi in maniera monoclonale con l’avanzare del-
l’età anagrafica. Data l’elevata frequenza di queste espansioni monoclonali negli
individui normali, decisamente superiore a quella delle leucemie nell’adulto, è
ragionevole pensare che possano essere principalmente una conseguenza dell’in-
vecchiamento del sistema immunitario. Ciò nonostante, è comunque verosimile
che progressivamente alcuni di questi cloni possano evolvere in una patologia
ematologica manifesta clinicamente ed in particolare in LLC. Pertanto l’analisi di
queste popolazioni cellulari potrà essere un utile strumento per la comprensione
delle fasi iniziali della trasformazione neoplastiche ed in particolare per lo studio
delle interazioni tra il clone neoplastico e il microambiente circostante che ne per-
mette la progressiva espansione ed accumulo.

Ruolo delle cellule accessorie nella sopravvivenza del clone leucemico

Abbiamo indagato in dettaglio il ruolo specifico di alcune componenti cellulari
non-neoplastiche nel sostenere la sopravvivenza delle cellule leucemiche.
Abbiamo coltivato cellule di LLC purificate in presenza di cellule stromali o di
linfociti T. Abbiamo provato a riprodurre l’azione di quest’ultimi mediante la sola
aggiunta di CD40Ligando solubile (sCD40L) e/o di interleuchina (IL-) 4.
Abbiamo poi valutato la risposta in termini di vitalità cellulare e capacità di che-
moattrazione. I risultati ottenuti indicano che sia i linfociti T sia le cellule stro-
mali sono in grado di mantenere le cellule leucemiche vitali, ma svolgono tale
funzione con modalità temporali differenti. In particolare, le cellule T inducono
uno stimolo di sopravvivenza a breve termine (misurabile in giorni), mentre le
cellule stromali sono in grado di prolungare la vitalità delle cellule di LLC più a
lungo termine (settimane). Inoltre abbiamo dimostrato che, mentre la stimolazio-
ne con la forma solubile del CD40L è in grado di indurre la produzione del RNA
messaggero di entrambe le chemochine MDC e TARC, solo la prima è effettiva-
mente secreta dopo tale stimolo. L’aggiunta di IL-4, elemento fondamentale nel
processo di attivazione linfocitaria B, è invece in grado di indurre anche la secre-
zione di TARC in tutti i casi di LLC testati. Questo suggerisce che la stimolazio-
ne fisiologica da parte dei linfociti T durante il processo di riconoscimento del-
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l’antigene, che include le interazioni CD40:CD40L e IL-4:IL-4R, è in grado di
agire anche sulle cellule leucemiche. È dunque di interesse il fatto che le cellule
di LLC siano in grado di produrre le chemochine MDC e TARC, chemochine
capaci di reclutare in maniera efficiente altri linfociti T attivati i quali a loro volta
sono in grado di prolungare la vitalità dei linfociti neoplastici. 

Ruolo della stimolazione antigenica nella storia naturale 
della malattia leucemica

Abbiamo studiato, grazie alla collaborazione internazionale con i centri di ricer-
ca di Barcellona, Parigi, Atene e Salonicco, l’uso dei geni delle Ig in oltre 500
casi di LLC. Abbiamo confermato l’incremento nell’utilizzo del gene IGHV1-69,
mentre gli altri geni delle Ig vengono utilizzati con frequenze decisamente simili
al normale repertorio. Ciò nonostante, quando abbiamo analizzato in maniera
approfondita le sequenze nucleotidiche del gene IGHV3-21, anch’esso utilizzato
nella LLC con una frequenza simile a quella dei linfociti B normali (2,9%),
abbiamo notato che quasi la metà dei casi (7/16) presentavano una porzione ad
alta affinità per l’antigene (HCDR3) molto simile se non addirittura identica tra
loro. Il resto dei pazienti (9/16) presentava invece una sequenza decisamente ete-
rogenea come è atteso in seguito ai riarrangiamenti casuali dei geni delle immu-
noglobuline. I casi che presentavano un HCDR3 simile esprimevano anche la
medesima catena leggera lambda in quasi tutti i casi (6/7), il che implicava la for-
mazione di un sito di riconoscimento antigenico praticamente identico in pazien-
ti provenienti da regioni geografiche differenti. Dal punto di vista clinico i pazien-
ti con HCDR3 simile avevano un tempo medio alla progressione di malattia più
breve (3 mesi) rispetto al resto dei pazienti (60 mesi). L’insieme di questi dati
indica la possibile esistenza di elementi antigenici, presenti in luoghi geografici
diversi tra loro, verosimilmente in grado di selezionare particolari cloni neopla-
stici, e quindi responsabili della insorgenza/mantenimento della malattia. La sti-
molazione da parte di tale potenziale antigene sembra svolgere un ruolo deleterio
nella progressione della malattia, accelerandone il decorso.
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Citogenetica molecolare
della leucemia linfatica cronica

La biologia e la clinica della LLC presentano aspetti ampiamente eterogenei che
riflettono una patogenesi complessa, che riconosce diversità in alcune caratteri-
stiche fondamentali della cellula d’origine e che si sviluppa attraverso una serie
di lesioni citogenetiche e molecolari. 
Moderne acquisizioni tecnologiche hanno infatti consentito di mettere in luce
come il linfocito della LLC utilizzi in maniera preferenziale alcuni sottotipi dei
segmenti VDJ del gene immunoglobulinico, come in molti casi vi siano i segni
dell’incontro con l’antigene e come, nella maggior parte dei casi, aberrazioni
citogenetiche specifiche e difetti molecolari possano determinare alcune caratte-
ristiche della malattia (1).
Le più significative acquisizioni sul profilo di lesioni citogenetiche della LLC e
sui principali aspetti molecolari verranno prese in esame con particolare riferi-
mento al loro significato biologico e clinico. 

PRINCIPI METODOLOGICI

Analisi citogenetica convenzionale

Lo studio del cariotipo rappresenta l’unica metodica che potenzialmente permet-
te la visualizzazione di qualunque anomalia cromosomica in un singolo esperi-
mento. Le cellule devono essere coltivate a fresco e sottoposte a stimolazione in
vitro con mitogeni B-linfocitari (esteri del forbolo, lipopolisaccaride di E. Coli).
Questa metodica è molto specifica (virtuale assenza, in mani esperte, di falsi posi-
tivi), e presenta il limite di una bassa sensibilità, derivante da due fattori:
1) scarsa attitudine del clone patologico di dividersi in vitro nonostante l’impie-

go di mitogeni,
2) impossibilità di visualizzare delezioni o trisomie di grandezza inferiori alle 5-

20 megabasi (corrispondenti alla grandezza di una banda cromosomica in rap-
porto alla variabile elongazione ottenibile nei diversi pazienti). 

Ibridazione in situ fluorescente (FISH) e “multicolor” FISH

Questa metodica, fornisce risultati riproducibili e ha il grande pregio della sensi-
bilità, della relativa rapidità e semplicità (2). Si esegue su campioni preparati e
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fissati per l’analisi citogenetica convenzionale; con opportuni accorgimenti può
essere eseguita su cellule morfologicamente intatte o marcate con metodica
immunologica. È nota come FISH, abbreviazione dall’inglese Fluorescence In
Situ Hybridization. Mediante l’impiego di sonde fluorescenti specifiche, permet-
te la visualizzazione di sequenze di DNA bersaglio e rileva quindi la presenza di
delezioni, trisomie o traslocazioni di specifiche regioni cromosomiche. Il vantag-
gio rispetto all’analisi citogenetica convenzionale è duplice in quanto,
a) visualizza le lesioni anche nei nuclei in interfase, risolvendo il problema del-

l’induzione della mitosi in vitro nelle cellule della LLC; 
b) rileva delezioni molto sottili, dell’ordine di grandezza delle centinaia di kilo-

basi. Il suo limite è che, normalmente, permette la visualizzazione di una o
due anomalie per esperimento e non può fornire un quadro completo delle
lesioni presenti nel paziente.

Vi sono tecniche che utilizzano miscele di fluorocromi in grado di attribuire un
colore a ciascun cromosoma (multicolor FISH o spectral karyotyping): queste
consentono di identificare su cellule in metafase (non nei nuclei in interfase) riar-
rangiamenti cromosomici complessi. 

Comparative genomic hybridization (CGH) e CGH microarrays

Questa metodica si fonda sul principio della ibridazione su cromosomi normali
di eguali quantità di DNA tumorale e DNA normale, marcati con fluorocromi
diversi. La prevalenza di uno dei due fluorocromi in caso di delezioni o trisomie
nel campione patologico consente di individuare qualunque guadagno o perdita
di materiale cromosomico in un singolo esperimento. Il vantaggio deriva dal
fatto che questa metodica non dipende dall’entrata in mitosi delle cellule pato-
logiche; il limite è rappresentato dall’impossibilità di visualizzare le anomalie
“bilanciate” (traslocazioni, inversioni, inserzioni) e dalla sensibilità che non si
spinge oltre le 10 megabasi per delezioni o trisomie parziali di un segmento cro-
mosomico (3).

Tabella 1 - Frequenza della principali anomalia cromosomiche nella LLC. 

Citogenetica convenzionale FISH

% pazienti con cariotipo normale 40-60% 20%
% pazienti con cariotipo non valutabile 10% 0%
% pazienti con cariotipo alterato 40-50% 80%
% con anomalie specifiche 
+12 20-40% (*) 15-25% (**)
13q- 10-20% 50%
11q- 5-15% 15-30%
6q- 5-10% 2-5%
t(14q32)(#) 3-5% 2-3%
17p- 1-3% 1-5%

(*) % riferite al totale dei casi anomali – (**) % riferite al totale dei casi analizzati
(#)= esclusa la t(11;14); nel 50% dei casi si tratta di una t(14;18)(q32;q21)



106 DIAGNOSI E TERAPIA MOLECOLARE DELLE NEOPLASIE EMATOLOGICHE

La sensibilità di questa metodica viene portata al livello di centinaia di kilobasi
qualora invece di ibridare il DNA tumorale e controllo sui cromosomi normali, si
utilizzino “array” precostituiti contenenti sequenze di DNA normale clonate in
vettori (BAC, PAC) rappresentative di regioni o geni di interesse nella patologia
in esame (4)

Studio della sequenza dei geni Ig

Il linfocito B normale riarrangia il gene immunoglobulinico (Ig) durante la matu-
razione a livello midollare (linfocito pro-B). A tal fine il linfocito, mediante l’at-
tività delle ricombinasi, congiunge una delle sequenza V con una delle sequenze
D e J, assemblando così la sequenza della porzione variabile del gene Ig. Al
momento dell’incontro con l’antigene all’interno del centro germinativo avviene
la maturazione per affinità, durante la quale il linfocito introduce mutazioni nella
sequenza della porzione variabile del gene Ig. Dunque, la presenza di un numero
significativo (>2%) di mutazioni nel gene Ig rispetto alla “germline” indica che
la cellula che ha dato origine al clone neoplastico ha incontrato l’antigene nel-
l’ambito di una risposta immunitaria T-dipendente. Viceversa, l’assenza di muta-
zioni somatiche del gene Ig indica che la cellula non è transitata attraverso il cen-
tro germinativo e quindi rappresenta un linfocito B “vergine”, oppure un linfoci-
to che ha incontrato antigeni che non contemplano la selezione clonale “per affi-
nità” all’interno del centro germinativo (stimolazione non convenzionale o da
superantigeni). I passaggi tecnici necessari per lo studio della sequenza del gene
Ig nella LLC partono dalla disponibilità di DNA genomico da linfociti del sangue
periferico e sfruttano le metodiche di PCR per l’amplificazione del segmento
VDJ riarrangiato (o VJ qualora si analizzi la catena leggera), cui segue l’analisi
della sequenza del gene V

H
coinvolto rispetto alla corrispondente sequenza V

H

nella “germline” (5). 
Grazie a queste metodiche si ottengono informazioni sul tipo di segmenti V, D e
J utilizzati dai linfociti patologici e sulla percentuale di mutazioni presenti nella
porzione variabile del gene Ig. 

Analisi del profilo di espressione genica. 

Questa metodica consente di ottenere, in un singolo esperimento di ibridazione,
informazioni sull’espressione di migliaia di geni da parte del clone neoplastico, e
di paragonare il profilo di espressione così ottenuto con quello di adeguato cam-
pione “controllo” scelto dallo sperimentatore (6, 7). 
I passaggi metodologici su cui si fonda questa metodica sono i seguenti:
1) si ottiene l’mRna del campione patologico in esame e del campione scelto

come controllo,
2) si trasforma l’ mRna in cDNA mediante RT-PCR,
3) si trasforma il cDNA in cRNA con reazione polimerasica, amplificando la

quantità di materiale e marcandolo con biotina, consentendo quindi un’effi-
ciente ibridazione e rilevazione del segnale,
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4) si ibrida il cRna del campione e del controllo su “chip” che contengono
migliaia di sequenze rappresentative di altrettanti geni.

Così facendo si ottiene, valutando l’intensità di fluorescenza ottenuta in corri-
spondenza di ciascun gene, l’informazione sui livelli di trascritto del gene stesso.
Il paragone tra i livelli di espressione del campione in esame e del controllo con-
sentirà di valutare quali singoli geni sono sovraespressi o down-regolati. 

LESIONI CITOGENETICHE E MOLECOLARI

Profilo citogenetico 

A seconda che si impieghi la citogenetica convenzionale o la tecnica FISH i risul-
tati ottenuti possono essere diversi, in quanto la prima tecnica rileva anomalie nel
40-50% dei casi (8), mentre la seconda tecnica rileva alterazioni citogenetiche
nell’80% dei casi (9). Oggi si preferisce l’utilizzo della FISH in campo clinico,
per la sua sensibilità e relativa semplicità; in realtà entrambe le tecniche hanno un
rilevante impatto prognostico (vide infra).
Il profilo di anomalie cromosomiche della LLC è molto ricco e le aberrazioni del
cariotipo riportate in letteratura come anomalia singola in almeno due casi sono
le seguenti: +12; 13q-, 11q-, 6q-, t(14;18), t(14;19), +3, +18, 17p-, +21, +X, 8q+
(10). In molti casi queste anomalie possono essere presenti contemporaneamen-
te nello stesso paziente: infatti è noto che circa il 40-50% dei pazienti con cario-
tipo anomalo presenta una singola anomalia, mentre un 20-30% dei pazienti pre-

Tabella 2 - Correlazione tra le principali lesioni citogenetico-molecolari e caratteristiche clinicobiologiche. 

Anomalia Geni o regioni Citologia Immunofenotipo Caratteristiche
coinvolte Geni Ig clinicobiologiche

17p- p53 LLC/PL CD38+++/- Prognosi altamente sfavorevole
ZAP-70+++/- (mediana sopravvivenza <5 anni).
Ig non mutate +++/- Resistenza agli analoghi delle purine.

Sensibilità all’anti CD52

11q- ATM LLC tipica CD38+++/- Prognosi sfavorevole (mediana
ZAP-70++/-- sopravvivenza 5-10 anni).
Ig non mutate +++/- Adenopatie profonde e massive. 

Discreta sensibilità all’antiCD20 (?)

+12 12q13-15 LLC atipica CD38++/-- Prognosi intermedia (mediana
ZAP-70+++/- sopravvivenza 10-15 anni)
Ig non mutate ++/-- Cattiva sensibilità all’antiCD20 (?)

6q- 6q21 LLC atipica CD38+++/- Prognosi intermedia (mediana 
Ig non mutate ++/-- sopravvivenza 10-15 anni)

Iperleucocitosi; terapia precoce

13q- 13q14 LLC tipica CD38- ZAP-70+/--- Prognosi favorevole (mediana
Ig non mutate +/--- sopravvivenza > 15 anni)

Buona sensibilità all’anti CD20 (?)
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senta 2 anomalie e 20-30% presenta 3 o più anomalie (cariotipo complesso). In
diversi casi, sono stati riportati nello stesso caso cloni con anomalie diverse e
non correlate tra loro: ad esempio si possono rinvenire nello stesso paziente cel-
lule con delezione 13, altre cellule con trisomia 12 e cellule con entrambe le
anomalie. Questi dati riflettono il fatto che queste anomalie non sempre si mani-
festano nelle fasi precoci della leucemogenesi, mentre giocano un ruolo impor-
tante nelle fasi di espansione clonale. Oggi si utilizza in campo clinico una clas-
sificazione “gerarchica” che si fonda sull’idea, supportata dai dati sperimentali,
che alcune anomalie hanno un ruolo biologico determinante e sono in grado di
conferire alla cellula leucemica caratteristiche peculiari che si riflettono a loro
volta nel comportamento clinico (9). Così ciascun paziente viene collocato in
una classe citogenetica sulla base delle seguenti priorità: delezione 17p > dele-
zione 11q > trisomia 12 > delezione 6q > delezione 13q > normale. Ad esempio,
un paziente che presenta 6q- e 11q- ricade nella categoria 11q-, uno che presen-
ta 13q- e 17p- si colloca nella categoria 17p- e così via. Così facendo si riesce a
collocare in una singola categoria citogenetica circa il 70% dei pazienti, mentre
i restanti presentano altre anomalie o assenza di aberrazioni rilevabili. Come
riportato in tabella 1, l’anomalia predominante in ordine di frequenza, rinvenuta
nel 40% circa dei casi di LLC è rappresentata dalla delezione 13q, seguita dalla
trisomia 12 e dalla delezione 11q, quindi dalla delezione 17p, dal cromosoma
6q-, dalle traslocazioni 14q. Come di seguito descritto e riassunto in tabella 2
ciascuna di queste anomalie si associa ad alcune importanti caratteristiche clini-
che e biologiche.

Tabella 3 - Altre anomalie ricorrenti nella LLC. 

Lesione Commenti

Trisomia 8q Coinvolge la banda 8q24, rinvenuta in prevalenza mediante CGH o FISH
nel 5% dei casi, spesso in associazione ad altre anomalie.

Trisomia 3q Coinvolge le bande 3q26-28, rinvenuta mediante CGH o FISH nel 3% dei casi

Trisomia 19 Rinvenuta spesso in associazione a trisomia 12 e geni IgV mutati

Trisomia 2p24 Presente nel 5% dei casi, coinvolgimento del gene MYCN che viene sovraespresso

Delezioni 14q Coinvolgono la banda distale a 14q32 – prognosi sfavorevole (?)

4q35 Cellule linfoplasmocitoidi (LLC atipica); immunofenotipo classico;
Componente paraproteinemica; malattia evolutiva; risposta di breve durata
alla terapia 

4p16 LLC atipica; stadio iniziale, malattia evolutiva

6p24-25 LLC atipica; stadio iniziale, malattia evolutiva

4q21 LLC/PL; fabbisogno precoce di terapia

1p34 LLC tipica; stadio iniziale, malattia indolente

12p LLC tipica; stadio iniziale, malattia indolente
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Esiste poi una serie di più rare anomalie, in prevalenza non bilanciate (i.e. che
determinano perdita o guadagno di materiale cromosomico), più raramente bilan-
ciate (traslocazioni), globalmente rinvenibili in un 10-20% circa dei pazienti che
non ricadono in alcuna delle classi citogenetiche sopradescritte. Queste anomalie,
rinvenute ora con metodica citogenetica classica (11), oppure con metodiche di
CGH e CGH microarrays (4, 12), sono descritte in tabella 3. 

Anomalie specifiche

Delezione 17p e mutazioni p53
Questa anomalia è rinvenibile nel 2-5% dei casi di LLC, sia mediante tecnica
citogenetica convenzionale (8) che mediante tecnica FISH (9). Gli studi di biolo-
gia molecolare hanno posto in evidenza come in molti casi di LLC con delezio-
ne 17p possa esservi perdita di un allele codificante per il gene oncosoppresore
p53 (che mappa a livello della banda 17p13) e mutazione inattivante del restante
allele con perdita di funzione della proteina (13). In questi casi la proteina non
funzionale rimane “stabilizzata” e diviene quindi rilevabile nella cellula patologi-
ca mediante colorazione immunologia (14). I pazienti con LLC e 17p- presenta-
no una LLC con evidente componente prolinfocitaria, corrispondente alla varian-
te LLC/PL della classificazione FAB (15). È interessante notare come le delezio-
ni 17p siano molto frequenti nella leucemia prolinfocitica (16). La gran parte dei
pazienti con 17p- mostra un profilo “non mutato” delle porzioni variabili dei geni
Ig, presenta il marcatore CD38 e lo ZAP-70. È stata descritta in questi pazienti
una relativa resistenza al trattamento con analoghi delle purine (17) o con anti-
corpo monoclonale anti CD20 (18), che può essere superata dall’introduzione
dell’anticorpo monoclonale anti CD52 (19). 

Delezione 11q e mutazioni ATM
Impiegando la sensibile tecnica FISH, l’incidenza di questa delezione varia tra
l’11% ed il 25% dei casi (20, 21). Il segmento comunemente deleto consta di 2.3
megabasi e contiene, tra l’altro il gene responsabile dell’atassia-teleangiectasia,
detto ATM (da ataxia-teleangiectasia mutated). L’atassia-teleangiectasia è una
condizione ereditaria caratterizzata dalla predisposizione allo sviluppo di neopla-
sie linfoidi T-cellulari. In una frazione delle LLC con 11q- si assiste alla perdita
di un allele ed alla presenza di mutazioni del restante allele, per cui il gene ATM
è sicuramente coinvolto nella patogenesi di alcuni casi di LLC (22). La perdita di
funzione di ATM conduce all’instabilità genica e questo rende ragione dell’eleva-
ta frequenza di aberrazioni citogenetiche aggiuntive osservate nei pazienti con
11q- (20)
I pazienti con 11q- presentano una morfologia tipica, con prevalenza di piccoli
linfociti che mostrano frequente ma non invariabile positività per CD38 e per
ZAP-70 e geni Ig “non mutati”. Le cellule patologiche hanno una minore espres-
sione di molecole di adesione e di recettori per i segnali cellulari, mostrano un
profilo di espressione genica peculiare e la malattia mostra la tendenza allo svi-
luppo di adenopatie massive con resistenza al trattamento intensivo con supporto
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di cellule staminali autologhe (21). È state descritta una descritta in uno studio
una discreta sensibilità all’anticorpo monoclonale anti CD20 (18). 

Trisomia 12
Questa anomalia cromosomica è rinvenuta nel 10-15% dei casi di LLC.
L’anomalia può sfuggire all’analisi citogenetica se è presente in un sub-clone
minoritario oppure se le cellule patologiche hanno un indice mitotico basso (23).
Le cellule con trisomia 12 possono localizzarsi in maniera preferenziale nel tes-
suto linfonodale (24). In alcuni pazienti è stata rilevata la trisomia parziale del
braccio lungo del cromosoma 12 ed il segmento triplicato era compreso in tutti i
casi tra le bande 12q13-15. Non è noto quale gene di questa regione sia coinvol-
to nella leucemogenesi. 
I pazienti con trisomia 12 mostrano, nel 50% circa dei casi, grandi linfociti in
percentuale compresa tra il 10 ed il 55% nello striscio periferico. Questo quadro
corrisponde alla LLC a cellule miste della classificazione FAB. Si registra una
variabile espressione del CD38, con una frequenza intermedia di casi con muta-
zioni somatiche dei geni Ig. 
Il significato prognostico della trisomia 12 non è definito con esattezza, ma si
ritiene possa identificare un gruppo di pazienti a prognosi intermedia (8,9).
Recenti studi prospettici hanno dimostrato l’associazione della trisomia 12 con
fattori di rischio sfavorevoli, quali un pattern diffuso di infiltrazione midollare,
con un tempo di raddoppio della conta inferiore ai 12 mesi, elevati livelli di timi-
dina chinasi (21) e frequente positività per il marcatore ZAP-70 (25). È interes-
sante notare che il clone con trisomia 12 può mostrare chemioresistenza alla tera-
pia con alchilanti (26)

Delezione 6q
Questa anomalia è presente nel 2-5% dei casi. Talora rappresenta la sola anoma-
lia rilevabile, mentre in 2/3 dei casi rappresenta un’anomalia aggiuntiva. La
regione di minima comune delezione si ritiene si collochi attorno alla banda 6q21
(27). Le caratteristiche dei pazienti con 6q- come anomalia isolata sono rappre-
sentate da una elevata frequenza di LLC a cellule miste, dalla frequente positivi-
tà per il CD38, dalla elevata conta leucocitaria alla diagnosi e dalla necessità di
somministrazione precoce di terapia. In uno studio, la delezione 6q21 si dimo-
strava un fattore prognostico sfavorevole all’’analisi multivariata rispetto ai
pazienti con cariotipo normale o con delezione 13q isolata (28). 

Delezione 13q e geni microRna
Si tratta dell’anomalia singola più frequente nella LLC, presente in circa il 40%
dei casi (9). I pazienti con delezione 13q isolata presentano morfologia tipica,
sono in genere CD38- e ZAP-70-. 
La regione di minima comune delezione, localizzata alla banda 13q14 è distale
rispetto al gene Rb. Un’analoga delezione si rinviene nel 70% dei linfomi man-
tellari. In questa regione sono presenti numerosi geni, ma ad oggi non è stata rile-
vata alcuna mutazione inattivante il restante allele. Recentemente sono stati loca-
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lizzati almeno due geni codificanti per microRNA nella regione 13q14 deleta (i.e
miR-15a e miR-16) (29). Questi geni, che svolgono importanti funzioni di con-
trollo sull’attività del genoma, mostrano ridotta espressione in seguito a delezio-
ne (29). Recentemente sono stati identificati quasi 200 geni microRna nel geno-
ma umano: la loro localizzazione è spesso in vicinanza di siti cromosomici “fra-
gili” o in corrispondenza di regioni delete o amplificate in vari tipi di neoplasia
(30). 

Traslocazioni 14q32
Il cromosoma 14q+ con rottura alla banda q32 coinvolgente il gene per le immu-
noglobuline è presente nel 2-3% dei casi, escludendo la t(11;14)(q13;q32) che
viene considerata come il marcatore delle neoplasie linfoidi mantellari. La tras-
locazione più frequente è rappresentata dalla t(14;18)(q32;q21) che può coinvol-
gere il gene BCL2. Altre traslocazioni più rare sono la t(14;19)(q32;q13) coin-
volgente il gene BCL3 e la t(2;14)(p13;q32) coinvolgente il gene BCL11.
Globalmente, le traslocazioni 14q32 si associano ad una prognosi intermedia o
favorevole (9). Va tuttavia ricordato che la rara t(14;19)(q32;q13) si associa ad
una morfologia linfocitaria atipica, ad un’età di insorgenza giovane e ad una pro-
gnosi francamente severa rispetto a quanto atteso nella LLC (31). I pochi casi con
t(14,18) studiati mostrano morfologia ed immunofenotipo atipico ed una malattia
che richiede trattamento precoce (32). 
La t(11;14) si osserva solo in alcuni casi di LLC in trasformazione prolinfocita-
ria, la cui diagnosi differenziale rispetto ai linfomi del mantello non è agevole
(33-37). 

EVOLUZIONE DEL CARIOTIPO

Il cariotipo nella LLC è considerato fondamentalmente stabile, con <20% dei
pazienti mostranti aberrazioni aggiuntive durante il decorso della malattia (38). È
stato dimostrato che i pazienti con instabilità del cariotipo hanno spesso delezio-
ne 11q alla diagnosi (20). Tra le anomalie che compaiono nelle fasi evolutive
sono state segnalate la delezione 6q e, l’11q- e il 17p- (39). La comparsa tardiva
della delezione 11q si associa alle forme di LLC/PL e ad un’attivazione della
malattia (40).

SIGNIFICATO PROGNOSTICO DELLE LESIONI CITOGENETICO-
MOLECOLARI

Analisi citogenetica convenzionale

Le informazioni rilevanti e dotate di potere predittivo indipendente, ricavabili dal-
l’indagine citogenetica convenzionale (8) possono essere così riassunte:
- esiste una correlazione significativa tra percentuale di metafasi anomale e

sopravvivenza: i pazienti con cariotipo normale alla diagnosi e durante il
decorso della malattia (NN) hanno una mediana di sopravvivenza non rag-
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giunta ad 11 anni; i pazienti con una commistione di metafasi normali ed ano-
male (AN) sopravvivano in media 8 anni circa; quelli con solo metafasi ano-
male (AA) non raggiungono i 5 anni. Questa osservazione riflette con tutta
probabilità la correlazione tra capacità di crescita “in vitro” del clone neopla-
stico e capacità di crescita “in vivo” e dimostra che i pazienti con un clone
anomalo che ha soppiantato le residue cellule normali hanno una malattia più
aggressiva.

- Esiste un “gradiente” in decremento della curva di sopravvivenza a partire dai
pazienti a cariotipo normale, attraverso quelli con 1 singola anomalia clonale
e con 2 anomalie, per terminare con quelli aventi 3 o più anomalie (cariotipo
complesso), che mostrano la sopravvivenza peggiore. La correlazione tra
instabilità genetica-citogenetica e prognosi è altamente riproducibile in molte
neoplasie ematologiche.

- Anomalie cromosomiche specifiche hanno significato prognostico indipen-
dente: la delezione 13q è un fattore “favorevole” se presente come anomalia
singola, la trisomia 12 e la delezione 11q hanno un significato “sfavorevole”,
al pari delle alterazioni 14q. È noto che molti dei pazienti con traslocazioni
14q32, hanno la t(11;14)(q13;q32). Questa anomalia identifica casi che oggi
non vengono più classificati come LLC, bensì come linfomi del mantello in
fase leucemica o, più raramente, come LLC/PL o LLC atipica (33).

FISH

Il numero di pazienti con una specifica anomalia cromosomica sale dal 50%
all’70-75% impiegando un pannello di 4 sonde che rilevano le anomalie 13q-,
17p-, 11q- e trisomia 12 ed all’82% aggiungendo sonde che rilevano il 6q-, le
traslocazioni 14q32, le trisomie parziali 3q ed 8q. Le principali correlazioni tra
specifiche anomalie e prognosi emerse in un ampio studio di riferimento (9) sono
qui riassunte.
a) costruendo una classificazione gerarchica che riconosce importanza, in ordi-

ne crescente, alla delezione 13q, alla trisomia 12, all’11q- ed al 17p- si rileva
che la rispettiva frequenza di queste anomalie è la seguente: 36%; 14%; 17%;
7%. Il 18% dei casi ha un cariotipo normale; l’8% ha anomalie varie.

b) La mediana di sopravvivenza in questi gruppi è significativamente diversa (9),
attestandosi a 133 mesi per il 13q-, a 111 mesi per l’assenza di anomalie rile-
vabili, a 114 mesi per la trisomia 12, a 79 mesi per l’11q- e a 32 mesi per il
17p-. I pazienti con 17p- mostrano il più breve intervallo tra diagnosi ed ini-
zio del trattamento; quelli con 13q- il più lungo

c) Il 17p- e l’11q- sono fattori prognostici sfavorevoli indipendenti. 

L’approccio diagnostico impiegante la FISH riconosce dunque la presenza di
almeno due anomalie cromosomiche (17p- ed 11q-), che hanno importanza nella
valutazione del rischio. Ha il pregio di essere relativamente semplice ed effettua-
bile su larga scala, presenta tuttavia il limite di non riconoscere altri indici cito-
genetici importanti quali il cariotipo complesso, la percentuale di cellule in mito-
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si anomale. Non consente inoltre di riconoscere il significato della trisomia 12
che risulta omologata ad un ampio gruppo non pienamente informativo includen-
te il cariotipo normale e la delezione 13q.

MUTAZIONI DEI GENI Ig E ORIGINE DELLA LLC

La cellula B-CD5+ che determina l’insorgenza della LLC utilizza in maniera pre-
ferenziale alcuni sottotipi delle porzioni VH e JH e DH nel riarrangiamento dei
geni Ig. Ciò avviene probabilmente perché alcuni antigeni possono giocare un
ruolo nella promozione neoplastica oppure perché i precursori della LLC rappre-
sentano un sottotipo distinto di cellule B-linfocitarie che utilizza fisiologicamen-
te un set ristretto di segmenti VDJ (41). In parte dei casi di LLC esiste traccia del-
l’incontro con l’antigene da parte della cellula leucemica, evidente quando si ana-
lizza la sequenza delle porzioni variabili del gene Ig (LLC “mutate”) e si rinven-
gono >2% di mutazioni rispetto alla sequenza germline (42). Circa la metà dei
casi di LLC, invece, non mostra mutazioni somatiche delle pozioni variabili dei
geni Ig (LLC “non mutate”) indicando come la cellula trasformata non sia trans-
itata attraverso il centro germinativo. Si ritiene che la cellula d’origine in questi
casi sia un linfocito che ha incontrato antigeni che non contemplano la selezione
clonale “per affinità” in una risposta non mediata dai linfociti CD4 all’interno del
centro germinativo. Lo stato mutazionale dei geni Ig è un indicatore prognostico
indipendente: infatti i pazienti “non-mutati” hanno una sopravvivenza significati-
vamente ridotta rispetto ai pazienti “mutati” (43).
Vi è evidenza che la frequenza di mutazioni somatiche dei geni Ig è diversa a
seconda del segmento V

H
riarrangiato: così ad esempio la famiglia V

H
3 e V

H
4

mostrano una frequenza di mutazioni più elevata rispetto alla famiglia V
H
1 (21).

Le ragioni alla base di questo fenomeno possibilmente riflettono la diversità della
stimolazione antigenica subita dai linfociti prima della loro trasformazione. 
È stata rinvenuta una correlazione tra stato non-mutato dei geni Ig e l’espressio-
ne del marcatore di superficie CD38 (44), ma in altri studi questa associazione
non è stata confermata in 1/3 circa dei casi (21). Più recentemente, l’espressione
della molecola ZAP-70 si è rilevato in alcuni centri un ottimo marcatore surroga-
to dello stato mutazionale dei geni Ig (43), ma la riproducibilità della metodica
per la sua rilevazione è al momento insoddisfacente. 
Infine, la presenza di mutazioni dei geni Ig si associa preferenzialmente a carat-
teristiche citogenetiche favorevoli (i.e. 13q-) 

LLC E PROFILI DI ESPRESSIONE GENICA

Gli studi impieganti la recente metodica dei microarrays hanno fornito alcune
informazioni interessanti sulla biologia della LLC che possono essere schemati-
camente riassunte come segue. 
a) il profilo di espressione genica della LLC ne conferma la identità di malattia

distinta rispetto ad altre sindromi linfoproliferative e linfomi (6): circa 30 geni
iperespressi nella LLC sono riferibili alle vie di transduzione del segnale,
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mentre circa 50 geni ipoespressi appaiono coinvolti nella progressione del
ciclo cellulare, nella replicazione del DNA 

b) l’espressione genica nella LLC appare largamente indipendente dallo stato
mutazionale del gene Ig (7) ed appare riferibile a quello di un linfocito B-
memoria. Esistono tuttavia alcuni geni differenzialmente espressi nelle due
categorie di LLC che ne consentono la distinzione: uno di questi è la tirosin
chinasi ZAP-70 che sembra avere un ruolo nella risposta allo stimolo media-
to dal BCR (45)

c) rispetto al linfocito B-memoria normale il linfocito leucemico mostra un feno-
tipo quiescente ed anti-apoptotico, con diversità nella capacità di risposta alle
citochine e chemochine ed alterate proprietà di adesione cellulare (42)

d) è possibile dimostrare un profilo di espressione genica diverso in singoli sot-
togruppi citogenetici della LLC (21) e in gruppi stratificati per rischio di evo-
luzione (46).

CONCLUSIONE

Diversamente da quanto ritenuto in passato la LLC è una malattia che trae origi-
ne da linfociti B che hanno incontrato l’antigene e che presentano un profilo chia-
ramente selezionato di geni VDJ. I linfociti patologici esprimono alcune caratte-
ristiche fenotipiche delle cellule B attivate e mantengono la capacità di risponde-
re allo stimolo antigenico, anche attraverso un processo attivo di mutazione soma-
tica (47). Gli studi di citogenetica e biologia molecolare non hanno ancora iden-
tificato, se non in una minoranza dei casi, il gene o i geni responsabili dell’insor-
genza della malattia. Tuttavia l’identificazione di una serie di lesioni cromosomi-
che, i dati relativi ai geni a microRna, le conoscenze sulle caratteristiche dei geni
Ig e dei profili di espressione genica hanno fornito preziose informazioni sulla
biologia del linfocito trasformato, consentono oggi di formulare un giudizio pro-
gnostico più accurato (48) e di indirizzare al meglio le risorse terapeutiche. 
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Eterogeneità della leucemia linfatica
cronica: aspetti biologici
ed implicazioni terapeutiche

La leucemia linfatica cronica (LLC) è in assoluto la forma di leucemia di più fre-
quente riscontro nell’emisfero occidentale, rappresentando da sola il 30% delle
leucemie dell’adulto (1). Per decenni l’atteggiamento del clinico nei confronti dei
pazienti affetti da tale patologia è stato di tipo conservativo, ma tale approccio ha
subito radicali cambiamenti in questi ultimi anni. Le motivazioni di questi cam-
biamenti sono diverse ed alcune di queste verranno discusse di seguito.
Innanzitutto bisogna considerare che, sebbene la sopravvivenza mediana sia di
circa 10 anni, i pazienti con LLC presentano un decorso clinico ed una prognosi
estremamente variabile. Infatti, mentre per alcuni pazienti è osservabile un decor-
so clinico indolente ed una aspettativa di vita sovrapponibile a quella di individui
sani di pari età, per altri invece il decorso clinico è aggressivo e l’aspettativa di
vita molto breve. Inoltre, in passato la LLC era considerata una patologia del-
l’anziano, data l’età mediana alla diagnosi pari a 65 anni. Attualmente invece,
considerando che si è assistito ad un allungamento dell’aspettativa di vita (perso-
ne di 65 anni hanno un’aspettativa di vita di almeno 15 anni) e che comunque il
20% dei pazienti al momento della diagnosi presenta un’età <55 anni, questa
visione è radicalmente cambiata (2). Infine, grazie agli sviluppi nel campo della
ricerca sono oggi disponibili per pazienti affetti da LLC approcci terapeutici
incentrati su farmaci ad elevata efficacia (analoghi delle purine ed anticorpi
monoclonali) e su procedure trapiantologiche, potenzialmente in grado di eradi-
care il clone leucemico. Tali strategie terapeutiche trovano altresì nella LLC un
maggiore impiego clinico perché l’età biologica è molto migliorata e trattamenti
aggressivi sono oggi utilizzabili anche per pazienti in età relativamente avanzata.
Alla luce di questi cambiamenti, è facilmente intuibile come negli ultimi anni
l’approccio al paziente con LLC sia cambiato, soprattutto grazie al fatto che attra-
verso la valutazione di alcuni aspetti clinici e parametri di laboratorio e, più
recentemente, di alcune caratteristiche biologiche delle cellule neoplastiche, è
possibile oggi identificare pazienti a cattiva prognosi che potrebbero avvantag-
giarsi di trattamenti chemioterapici “aggressivi” o di procedure trapiantologiche
anche in fase precoce di malattia.

Massimo Gentile, Francesca R. Mauro, Maria Stefania de Propris
Anna Guarini, Robin Foà
Divisione di Ematologia, Dipartimento di Biotecnologie Cellulari ed Ematologia,
Università “La Sapienza”, Roma
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Diagnosi

La diagnosi rappresenta un punto di fondamentale importanza per una corretta
stratificazione dei pazienti affetti da LLC. Infatti, una diagnosi precisa, che si
basa sulla valutazione citomorfologica ed immunofenotipica dei linfociti circo-
lanti nel sangue periferico secondo i criteri del National Cancer Institute Working
Group Guidelines for Chronic Lymphocitic Leukemia (NCI-WG-CLL) (3), per-
mette di escludere la presenza di altri disordini linfoproliferativi cronici leucemi-
ci. Attraverso l’esame morfologico è possibile individuare sia i piccoli linfociti di
volume omogeneo, caratterizzati da scarso citoplasma e nucleo tondeggiante con
cromatina addensata, che le cosiddette ombre di Gumprecht (artefatti dovuti ad
elementi linfoidi che nello striscio hanno perso la loro integrità), che caratteriz-
zano i pazienti affetti da LLC (Fig. 1). Inoltre, è possibile quantificare il numero
di elementi atipici (prolinfociti, elementi linfoplasmocitoidi, grandi linfociti a
citoplasma basofilo ed elementi a nucleo inciso) presenti nello striscio di sangue
periferico andando a differenziare i pazienti nelle due varianti morfologiche: la
forma tipica e la forma atipica. Attraverso l’analisi immunofenotipica è possibile
invece valutare l’espressione di alcuni antigeni di membrana che contraddistin-
guono i linfociti di LLC, ovvero antigeni della linea B quali il CD19, il CD23 ed
il CD20 (debolmente espresso), e della linea T come il CD5, e infine la bassa den-
sità di espressione delle Ig di superficie e la infrequente espressione dell’FMC-7
e del CD79b, antigeni tipici di altri disordini linfoproliferativi cronici in fase leu-
cemica (4) (Tab. 1). 

Stratificazione prognostica: dalla clinica alla biologia

Dopo un corretto inquadramento diagnostico è oggi possibile eseguire una stra-
tificazione prognostica al fine di identificare precocemente i pazienti con LLC
a cattiva prognosi e, ugualmente, quelli a prognosi favorevole. Questo obiettivo

Figura 1 - Quadro morfologico del
sangue venoso periferico di un
paziente affetto da leucemia linfatica
cronica
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ha rappresentato per molto tempo e rappresenta tuttora, per i clinici ed i biolo-
gi che si sono occupati di questa patologia, una sfida importante. Numerosi
studi hanno valutato nel corso degli anni il valore prognostico di parametri cli-
nici e di laboratorio, e, più recentemente, di diversi parametri biologici. Le sta-
diazioni cliniche secondo le classificazioni di Rai e Binet (5-6) rappresentano i
primi esempi di stratificazione prognostica utilizzati in pazienti affetti da LLC.
Queste, realizzate attraverso la correlazione tra massa tumorale all’esordio e
sopravvivenza, differenziano molto bene i pazienti affetti da LLC e rimangono
a tutt’oggi i parametri prognostici di maggiore utilizzo nella pratica clinica.
Sebbene ci si sia ben presto resi conto che tali classificazioni presentano dei
limiti, ovvero nell’ambito dei pazienti con stadio iniziale di malattia non si
riesce ad identificare quel sottogruppo caratterizzato da una rapida evoluzione e
da una prognosi meno favorevole. Per tale ragione, è stato successivamente
valutato il valore prognostico di numerosi parametri clinici e di laboratorio (il
sesso, l’età alla diagnosi, il pattern istologico dell’infiltrazione midollare, il
tempo di raddoppiamento linfocitario ed il dosaggio della beta-2 microglobuli-
na e della timidin-chinasi, ecc.) intesi ad integrare i sistemi di stadiazione clini-
ca, incrementando il loro potere predittivo sulla prognosi. Allo stesso modo è
stata valutata la correlazione di una serie di parametri biologici che caratteriz-
zano i linfociti leucemici con la prognosi dei pazienti con LLC. Inizialmente,
sono state prese in considerazione le caratteristiche morfologiche ed immuno-
fenotipiche delle cellule neoplastiche. Grazie a tali caratteristiche è stato possi-
bile dimostrare come i pazienti con morfologia atipica (presenza di una percen-
tuale >11% di cellule atipiche) o con un profilo dell’immunofenotipo atipico
(linfociti neoplastici CD5+ che presentano Ig di superficie fortemente espresse
o esprimono antigeni quali il CD79b o l’FMC-7) sono caratterizzati da una
malattia progressiva e da una prognosi meno favorevole. Quindi, grazie alla
messa punto di metodiche citogenetiche, soprattutto attraverso l’analisi FISH
con cui è possibile identificare in ~80% dei pazienti con LLC la presenza di una

Tabella 1 - Immunofenotipo nelle malattie linfoproliferative croniche a cellule B (TdT-/CD19/20+).

LLC LPC HCL LSLV LM LF

sIg ± +++ ++ ++ ++ ++
CD5 + - - - + -
CD23 + - -/+ - - -/+
FMC-7 - + + + + +
CD22 -/+ + + + + +
CD10 - - - - - (+) +
CD79b - + -/+ + + +

LLC: leucemia linfatica cronica
LPC: leucemia prolinfocitica cronica
HCL: leucemia a hairy cell
LSLV: linfoma splenico a linfociti villosi
LM: linfoma mantellare
LF: linfoma follicolare
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alterazione citogenetica, è stato possibile valutare il valore prognostico delle
diverse anomalie (7). Questo ha permesso di dimostrare come esista una preci-
sa correlazione tra alterazioni citogenetiche e sopravvivenza; ovvero i pazienti
che presentano la del(13q) o un cariotipo normale hanno una prognosi favore-
vole, mentre al contrario i pazienti con del(17p) o del(11q) hanno una aspettati-
va di vita molto breve. Inoltre, grazie ad una migliore conoscenza della biologia
di questa malattia, sono stati identificati altri parametri biologici con valore pre-
dittivo sulla prognosi di questi pazienti. Nel 1999, due studi pubblicati simulta-
neamente hanno dimostrato come la configurazione dei geni che codificano per
la regione variabile della catena pesante delle Ig (IgVH) dei linfociti leucemici
sia correlata con la prognosi di tali pazienti (8-9).
Infatti, pazienti con configurazione mutata dei geni IgVH (>2% di differenze
nella sequenza nucleotidica rispetto alle cellule germline) presentano una soprav-
vivenza significativamente superiore a quella di pazienti con configurazione
germline (<2% di differenze nella sequenza nucleotidica rispetto alle cellule
germline). Inoltre, da uno di questi lavori (8) è emerso come esista una stretta cor-
relazione tra espressione del CD38 dei linfociti neoplastici e stato mutazionale,
ovvero pazienti con profilo genico IgVH mutato presentano bassi livelli di espres-
sione del CD38, al contrario dei pazienti con profilo germline in cui i livelli di
espressione sono elevati. Sebbene, lavori pubblicati recentemente non abbiano
confermato questa correlazione ed abbiano messo in discussione il ruolo del
CD38 come surrogato dello stato mutazionale, il valore prognostico indipenden-
te di questo parametro è stato documentato (10).
Infine, studi di espressione del profilo genico (11) hanno evidenziato come le
cellule di LLC dei pazienti con profilo IgVH germline esprimano elevati livelli
di ZAP-70 (una tirosin-chinasi espressa normalmente dai linfociti T e cellule
NK, e coinvolta nella trasduzione del segnale del T-cell receptor). Attraverso la
valutazione citofluorimetrica o immunocitochimica è stato possibile dimostrare
il valore prognostico di questo parametro e la sua correlazione con la configu-
razione dei geni IgVH (12). Inoltre, recentemente, sono stati pubblicati alcuni
studi in cui è stata valutata la possibilità di eseguire una valutazione integrata di
questi parametri biologici. Tra questi, un lavoro del nostro Istituto, che riporta
la caratterizzazione biologica delle cellule neoplastiche di un gruppo seleziona-
to di 20 pazienti con LLC a decorso clinico indolente e senza necessità di tera-
pia per un periodo di follow-up di almeno 10 anni, ha dimostrato come a tali
caratteristiche cliniche si associa un profilo biologico ben definito; infatti, in
questo sottogruppo di pazienti a prognosi altamente favorevole sono stati osser-
vati una morfologia ed un immunofenotipo tipico, una bassa espressione del
CD38, un profilo delle regioni variabili IgVH mutato, l’assenza di alterazioni
citogenetiche sfavorevoli del(17p) e del(11q) e la presenza della del(13q), l’as-
senza di mutazioni per la p53 (13). Da quanto detto, è intuibile come a breve
sarà possibile la realizzazione di modelli statistici integrati, che, tenendo in con-
siderazione i sistemi di classificazione clinica, i parametri di laboratorio ed i
parametri biologici, permetteranno di eseguire una corretta stratificazione dei
pazienti con LLC. 
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Implicazioni terapeutiche

Le rilevanti informazioni prognostiche che si possono ottenere attraverso una
valutazione clinico-biologica e la possibilità di utilizzare farmaci più nuovi e
potenzialmente più efficaci, associati anche a procedure trapiantologiche, hanno
rivoluzionato l’approccio terapeutico, tendenzialmente conservativo, che per
decenni è stato utilizzato dai clinici nei confronti dei pazienti con LLC, aprendo
la discussione su varie tematiche. Sebbene stia diventando chiaro il concetto che
per tentare di impattare sulla sopravvivenza di pazienti a cattiva prognosi sia
necessario utilizzare protocolli chemioterapici più aggressivi e procedure tra-
piantologiche in grado di eradicare il clone leucemico, non è altrettanto chiaro se
sia ancora opportuno trattare questi pazienti al momento della progressione oppu-
re iniziare una terapia in fase precoce di malattia. E ancora, considerando che i
pazienti con caratteristiche favorevoli sembrano presentare delle curve di soprav-
vivenza sovrapponibili a quelle di persone sane di pari età, è da chiarire se al
momento della progressione l’approccio terapeutico per tali pazienti debba esse-
re aggressivo ed altamente immunosoppressivo o di tipo conservativo. Poche
sono le informazioni presenti in letteratura che ci possano permettere di rispon-
dere in modo esaustivo a queste domande. Infatti, gli unici dati a nostra disposi-
zione sono quelli relativi a pochi lavori che hanno correlato alcune caratteristiche
biologiche e la risposta alla terapia; ovvero la scarsa risposta alla terapia osserva-
ta nei pazienti con cellule p53+ (14) e la buona risposta al rituximab che presen-
tano i pazienti con anomalie citogenetiche favorevoli (15). Proprio per questo
motivo è auspicabile che un numero sempre maggiore di pazienti con LLC venga
sottoposto ad una estesa valutazione biologica al momento della diagnosi; questo
approccio ci permetterà di acquisire un maggiore numero di informazioni relati-
ve alla prognosi di tali pazienti, ma soprattutto riguardo alla correlazione tra
caratteristiche biologiche della cellula neoplastica e sensibilità alle diverse strate-
gie terapeutiche. Questo è il presupposto indispensabile per poter disegnare algo-
ritmi terapeutici “risk-adapted”, i quali prendano in considerazione non solo i
parametri clinici e l’età dei pazienti, ma anche le caratteristiche biologiche e la
chemiosensibilità delle cellule neoplastiche.

Ringraziamenti

Molti studi sulla leucemia linfatica cronica sono stati effettuati con contributi
dell’Associazione Italiana per la Ricerca sul Cancro (AIRC), Milano, Ministero
dell’Istruzione, Università e Ricerca Scientifica (MIUR), Roma e dell’Istituto
Superiore di Sanità, Roma.

Bibliografia

1. Catovsky D, Foa R. The Lymphoid Leukaemias. London, Butterworths,
1990.

2. Mauro FR, Foa R, Giannarelli D, Cordone I, Crescenzi S, Pescarmona E,



DIAGNOSI E TERAPIA MOLECOLARE DELLE NEOPLASIE EMATOLOGICHE 123

Sala R, Cerretti R, Mandelli F. Clinical characteristics and outcome of young
chronic lymphocytic leukemia patients: A single institution study of 204
cases. Blood 1999; 94:448-454.

3. Cheson BD, Bennett JM, Grever M, Kay N, Keating MJ, O’Brien S, Rai KR.
National Cancer Institute-sponsored working group guidelines for chronic
lymphocytic leukemia: revised guidelines for diagnosis and treatment. Blood
1996; 87: 4990-4997.

4. Moreau EJ, Matutes E, A'Hern RP, Morilla AM, Morilla RM, Owusu-
Ankomah KA, Seon BK, Catovsky D. Improvement of the chronic
lymphocytic leukemia scoring system with the monoclonal antibody SN8
(CD79b). Am J Clin Pathol 1997; 108: 378-382.

5. Rai KR, Savitsky A, Cronkite EP, Chanana AD, Levy RN, Pasternack BS.
Clinical staging of chronic lymphocytic leukemia. Blood 1975; 46: 219-234.

6. Binet J-L, Leporrier M, Dighiero G, Charron D, D'Athis P, Vaugier G, Beral
HM, Natali JC, Raphael M, Nizet B, Follezou JY. A clinical staging system
for chronic lymphocytic leukemia. Cancer 1977; 40: 855-864.

7. Dohner H, Stilgenbauer S, Benner A, Leupolt E, Krober A, Bullinger L,
Dohner K, Bentz M, Lichter P. Genomic aberrations and survival in chronic
lymphocytic leukemia. N Engl J Med 2000; 343: 1910-1916.

8. Damle RN, Wasil T, Fais F, Ghiotto F, Valetto A, Allen SL, Buchbinder A,
Budman D, Dittmar K, Kolitz J, Lichtman SM, Schulman P, Vinciguerra VP,
Rai KR, Ferrarini M, Chiorazzi N. IgV gene status and CD38 expression as
novel prognostic indicators in chronic lymphocytic leukemia. Blood 1999;
94: 1840-1847.

9. Hamblin TJ, Davis Z, Gardiner A, Oscier DG, Stevenson FK. Unmutated Ig
VH genes associated with a more aggressive form of chronic lymphocytic
leukaemia. Blood 1999; 94: 1848-1854.

10. Hamblin TJ, Orchard JA, Ibbotson RE, Davis Z, Thomas PW, Stevenson FK,
Oscier DG. CD38 expression and immunoglobulin variable region mutations
are independent prognostic variables in chronic lymphocytic leukemia, but
CD38 expression may vary during the course of the disease. Blood 2002;
99:1023-1029. 

11. Wiestner A, Rosenwald A, Barry TS, Wright G, Davis RE, Henrickson SE,
Zhao H, Ibbotson RE, Orchard JA, Davis Z, Stetler-Stevenson M, Raffeld M,
Arthur DC, Marti GE, Wilson WH, Hamblin TJ, Oscier DG, Staudt LM.
ZAP-70 expression identifies a chronic lymphocytic leukemia subtype with
unmutated immunoglobulin genes, inferior clinical outcome, and distinct
gene expression profile. Blood, 2003; 101: 4944-51.

12. M, Bosch F, Villamor N, Bellosillo B, Colomer D, Rozman M, Marcé S,
Lopez-Guillermo A, Campo E, Montserrat E. ZAP-70 expression as a surro-
gate for immunoglobulin-variable-region mutations in chronic lymphocytic
leukemia. N Engl J Med 2003; 348:1764-1775.

13. Guarini A, Gaidano G, Mauro FR, Capello D, Mancini F, De Propris MS,
Mancini M, Orsini E, Gentile M, Breccia M, Cuneo A, Castoldi G, Foa R.
Chronic lymphocytic leukemia patients with highly stable and indolent dis-



124 DIAGNOSI E TERAPIA MOLECOLARE DELLE NEOPLASIE EMATOLOGICHE

ease show distinctive phenotypic and genotypic features. Blood
2003;102:1035-1041.

14. Cordone I, Masi S, Mauro FR, Soddu S, Morsilli O, Valentini T, Vegna ML,
Guglielmi C, Mancini F, Giuliacci S, Sacchi A, Mandelli F, Foa R. p53
expression in B-cell chronic lymphocytic leukemia: a marker of disease pro-
gression and poor prognosis. Blood 1998; 91: 4342-4349.

15. Byrd JC, Smith L, Hackbartg ML, Flinn IW, Young D, Proffitt JH, Heerema
NA. Interphase cytogenetic abnormalities in chronic lymphocytic leukemia
may predict response to Rituximab. Cancer Res 2003; 63:36-38.



2° Corso di formazione avanzata, 24-28 gennaio 2005

18

Anticorpi monoclonali nella terapia
della LLC-B: MabThera
e MabCampath

L’armamentario terapeutico della leucemia linfatica cronica si è arricchito negli
ultimi anni di nuovi presidi non convenzionali che vanno ad aggiungersi ai pro-
tocolli terapeutici basati sulla Fludarabina. Si tratta di due anticorpi monoclonali
umanizzati Rituximab e Alentuzumab.
Il primo Rituximab o Mabthera riconosce l’antigene CD20 espresso largamente
sugli elementi di derivazione B linfocitaria in vari momenti della linea maturativi,
dai blasti immaturi fino ad elementi preplasmacitici. Il meccanismo d’azione è
complesso e comprende la lisi complemento mediata, la citotossicità anticorpo
mediata, l’induzione dell’apoptosi. Non solo, studi più recenti hanno evidenziato
effetti su molteplici strutture cellulari quali i canali del calcio e sistemi di trasdu-
zione del segnale. Ciò conferisce capacità sinergiche con farmaci citotossici quali
Doxorubicina, Cisplatino e Fludarabina; quest’ultima in particolare down-modula
l’espressione dell’inibitore del complemento CD55 incrementando la suscettibili-
tà delle cellule B alla attività del Rituximab. Infine riduce l’espressione di bcl – 2.
Il Rituximab è stato utilizzato in vario modo nella terapia della LLC. Come agen-
te singolo si è dimostrato meno attivo che nei linfomi B indolenti sia per una
minore espressione della molecola CD20 sulla membrana cellulare degli elemen-
ti della LLC, sia per una aumentata espressione degli inibitori del complemento
CD 59 e CD55, sia per una più rapida clearance plasmatica dovuta all’elevato
numero di cellule circolanti. A questo inconveniente si è cercato di ovviare
aumentando il dosaggio e la frequenza delle somministrazioni, ma il regime otti-
male non è stato ancora definito. Più interessante appare la combinazione con i
moderni regimi chemioterapici basati su Fludarabina. In particolare l’aggiunta di
Rituximab a Fludarabina e Ciclofosfamide in pazienti non trattati ha prodotto il
95% di risposta con il 67% di risposta completa, cioè i migliori risultati mai otte-
nuti fin qui nella terapia della LLC: Anche nei pazienti già trattati le risposte sono
state molto buone pari al 72% con il 21% di remissione completa.
Il secondo Alentuzumab (Mabcampath) diretto contro l’antigene CD52, deriva
dal vecchio Campath 1 umanizzato, e riconosce i linfociti B e T normali e le rela-
tive controparti neoplastiche. Il meccanismo d’azione si basa sulla tossicità com-
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plemento mediata (CDC) e sulla citotossicità mediata da anticorpi (ADCC). Nei
pazienti con LLC refrattari a Fludarabina ha mostrato una buona efficacia soprat-
tutto a livello del sangue periferico e del midollo producendo più del 30% di
risposta globale. In pazienti non pretrattati, in monoterapia il response rate sfiora
il 90%.
Il gruppo milanese dell’Ospedale Niguarda ha utilizzato Alentuzumab come tera-
pia post remissionale contro la malattia minima residua per la preparazione
all’autotrapianto. Altri gruppi hanno utilizzato l’anticorpo in associazione con
Fludarabina ottenendo elevati tassi di remissione completa. Tuttavia bisogna sot-
tolineare come l’Alentuzumab determina una marcata T deplezione con conse-
guente grave immunodepressione e aumento del rischio infettivo, in particolare
riattivazione del CMV. Proprio per questo motivo si è ancora alla ricerca di una
collocazione razionale e dei dosaggi adatti di questo monoclonale nella strategia
terapeutica della LLC per sfruttare al meglio le sue grandi potenzialità riducendo
al massimo i rischi.
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Espressioni antigeniche
della differenziazione linfocitaria
e classificazioni dei linfomi maligni

L’attuale classificazione dei linfomi non-Hodgkin (LNH), frutto di un consenso
internazionale (WHO, 2001), raccoglie tutte le entità identificabili con le metodi-
che a disposizione: morfologia, immunoistochimica, biologia molecolare, clinica.
Gli eventi genetici che si realizzano in corso di differenziazione linfocitaria B
(riarrangiamenti e mutazioni) costituiscono il substrato per la maggior parte delle
alterazioni implicate nella linfomagenesi. Per i linfomi T e NK le conoscenze
patogenetiche sono molto più limitate, sia per la bassa incidenza di queste neo-
plasie, sia per la incompleta conoscenza dei meccanismi di differenziazione.
Per numerosi LNH la “cellula di origine” rappresenta lo stadio di differenziazio-
ne al quale è pervenuta la cellula costituente la neoplasia, piuttosto che la cellula
nella quale si è attuato l’evento trasformante iniziale che, nella maggior parte dei
casi, rimane ignota. Gli antigeni di linea (pan B, pan T), gli antigeni associati ai
precursori (TdT), alle cellule B “vergini” (CD5), ai centri germinativi (CD10,
bcl6), alle cellule post-centro germinativo (CD38, CD138) sono alcuni degli anti-
geni espressi ai vari stadi differenziazione e di attivazione, essenziali per la dia-
gnosi e classificazione dei LNH.
Le tre categorie di LNH (B, T, NK) comprendono linfomi e leucemie/linfomi in
quanto, per alcune forme, sono presenti sia la fase circolante che la fase solida,
senza sostanziali differenze del profilo antigenico.
Vengono distinte, entro i LNH B e T/NK, i linfomi dei precursori, corrisponden-
ti ai più precoci stadi di differenziazione ed i linfomi periferici, o maturi, corri-
spondenti a stadi di differenziazione più avanzati. Ogni entità è contraddistinta da
dati epidemiologici, patogenetici, clinici e di risposta alla terapia. Un “grading”
istologico non è applicabile trasversalmente alla totalità dei LNH, ma ha un signi-
ficato soltanto all’interno delle singole entità.
Il “pool” di cellule normali dal quale la neoplasia deriva condiziona le caratteri-
stiche di presentazione clinica. A titolo esemplificativo: nell’infanzia, che pre-
senta fisiologicamente ampi “pool” di linfoblasti, prevalgono i linfomi linfobla-
stici, con elevato ritmo proliferativo e decorso “aggressivo”, mentre nell’anziano,
in cui prevale un “pool” di elementi B post-centro germinativo, destinati a dive-
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nire plasmacellule di fronte allo stimolo antigenico, è comune il mieloma, con
decorso “indolente”. Anche la sede di interessamento (nodale, extranodale) sarà
condizionata dalla cellule di origine. Così le neoplasie dei precursori tenderanno
a diffondersi per via ematica con quadri leucemici mentre i LNH-follicolari inte-
resseranno tutte le stazioni nodali e quelli marginali occuperanno le sedi proprie
degli elementi marginali fisiologici, "in primis” la milza ed il tessuto linfoide
mucosa-associato (MALT).
La classificazione WHO dei LNH ha prodotto un elevato livello di cooperazione
in tutto il mondo, che porterà a periodici aggiornamenti ed a un più soddisfacen-
te trattamento delle malattie linfoproliferative.

Neoplasie dei precursori B e T
I marcatori degli stadi precoci di differenziazione (CD34, TdT), unitamente agli
antigeni di linea (B, T) consentono di diagnosticare e di definire l’origine cellu-
lare di queste neoplasie. Inoltre, citogenetica, genotipo e immunofenotipo strati-
ficano in gruppi a basso ed alto rischio.

Neoplasie delle cellule B mature
Rappresentano l’85% dei LNH. I più frequenti sono i LNH a grandi cellule B ed
il LNH follicolare. Come risultante dei processi di differenziazione e dei feno-
meni di ipermutazione somatica che si realizzano entro i centri germinativi, per-
mangono identificabili tre principali forme di cellule B: cellule B “vergini” (ricir-
colanti e sessili), cellule B dei centri germinativi (centroblasti e centrociti), cellu-
le B post-centro germinativo (cellule B memoria e plasmacellule a lunga vita). I
LNH-B che traggono origine da questi tipi cellulari sono caratterizzati, nella loro
storia naturale, non solo dall’evento trasformante ma anche dalle caratteristiche
attinenti la cellula di origine.
Vengono qui di seguito riportati alcuni dati essenziali attinenti i principali isto-
tipi.

Linfoma a piccoli linfociti/LLC. Le conoscenze biomolecolari in tema di LLC
si sono accresciute significativamente consentendo anche nuove possibilità di
trattamento. In sintesi: le forme indolenti, che non richiedono terapia, sono quel-
le che sono andate incontro a ipermutazioni somatiche e svolgono funzioni di B
linfociti “memoria”, mentre quelle a decorso progressivo non sono andate incon-
tro a mutazioni somatiche e sono assimilabili a cellule B “vergini”.
Le proteine ZAP-70 (citoplasmatica) e CD38 (di superficie) hanno importanti
implicazioni cliniche in quanto correlano in maniera inversa con il decorso della
malattia.

Linfomi a cellule del mantello. Sono caratterizzati da t (11;14) con espressione
di ciclina D1. Ripetono le caratteristiche cellulari delle cellule del mantello folli-
colare: hanno infatti un “homing” mantellare in presenza di una rete lassa di cel-
lule dendritiche, mancano di CD23 ed i geni IgV non sono mutati o minimamen-
te mutati. L’elemento cellulare costitutivo viene equiparato al “subset” delle cel-
lule B “vergini” sessili.
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Linfomi follicolari. Presentano t(14;18) con espressione di bcl2 e ripetono gli
aspetti genetici (mutazioni dei geni IgV, mutazioni “ongoing”), fenotipici (espres-
sione di CD10 e bcl6) e architetturali (densa rete di cellule dendritiche) delle cel-
lule dei centri germinativi.

Linfoma linfo-plasmocitico. Associato nel 50% dei casi con t(9;14) che com-
porta posizionamento del gene PAX-5 in contiguità ai geni delle catene pesanti.
PAX-5 codifica per un fattore di trascrizione che controlla la proliferazione e dif-
ferenziazione B-cellulare. Da sottolineare che ha una importanza determinante,
nella diagnostica, la sede in cui si localizza la popolazione linfoide con differen-
ziazione plasmacellulare: se nel midollo emopoietico, con ogni verisimiglianza si
è di fronte a un LNH linfo-plasmocitico, spesso accompagnato da macroglobuli-
nemia di Waldenström; se la localizzazione è gastro-intestinale, si tratta con ogni
probabilità di proliferazione di LNH del MALT.

Linfomi della zona marginale. Associati nel 50% dei casi con t(11;18) che com-
porta la fusione del gene API2, che codifica per un inibitore dell’apoptosi, con il
gene MLT, generando una nuova proteina di fusione con probabile effetto antia-
poptotico. Sono composti da elementi assimilabili alle cellule della zona margi-
nale sia per morfologia, sia in quanto si espandono in tale area. Esprimono IgM,
in assenza di IgD, presentano mutazioni dei geni delle regioni IgV, senza muta-
zioni “ongoing”. Hanno, in altri termini, le caratteristiche di cellule post-centro
germinativo o “memoria”. Da ricordare che, fisiologicamente, le aree marginali
del follicolo sono presenti nei tessuti linfoidi mucosa associati (MALT) e nella
milza e, non sono rilevabili nei linfonodi se non in particolati linfoadeniti (ad
esempio toxoplasmosi).
Allorchè interessano il MALT, infiltrano le strutture epiteliali della mucosa
(lesioni linfo-epiteliali). La localizzazione gastrica è associata a infezione da
Helicobacter pylori, mentre le localizzazioni salivare e tiroidea si associano a
patologie autoimmuni.
Nell’ambito di questa categoria di linfomi vengono tenuti distinti i LNH-margi-
nali del MALT da quelli splenici e da quelli nodali (rari).
I tipi splenico e nodale differiscono da quelli del MALT soprattutto per le carat-
teristiche cliniche di presentazione e, non ultimo, per una frequente associazione
con infezione da HCV.

Mieloma/plasmocitoma. L’immunofenotipo è simile a quello delle plasmacellu-
le non neoplastiche. Oltre alla espressione di CD38, CD138, Ig citoplasmatiche
monoclonali, viene acquisita l’espressione di CD56 (molecola di adesione).

Linfomi diffusi a grandi cellule B. Presentano una elevata eterogeneità fenoti-
pica, per cui appare difficile una precisa collocazione a un definito stadio della
differenziazione B cellulare.
Le lesioni geniche sono altrettanto eterogenee. Sono frequenti varie traslocazioni
alla banda 3q27, interessanti il protooncogene bcl-6, un repressore di trascrizio-
ne che svolge un ruolo chiave nella formazione dei centri germinativi. Le altera-
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zioni geniche sono costituite da sostituzione del promoter di bcl-6, che portano a
deregolazione del gene stesso, unitamente a ipermutazioni somatiche aberranti
che interessano geni multipli. È curioso notare che la semplice morfologia ha
individuato 30 anni fa (1974) due categorie prognosticamente distinte di linfomi
diffusi a grandi cellule B (centroblasti e immunoblasti) e che l’analisi dei
microarray ha “riscoperto” questi gruppi prognostici nel 2000!

Linfoma di Burkitt. Le forme sporadiche, endemiche, HIV associate denotano
costantemente traslocazioni tra il gene c-Myc e uno dei loci delle Ig.
L’espressione di CD10, la negatività di bcl2 e l’alto indice di proliferazione
(Ki67>99%) sono i criteri immunofenotipici diagnostici.
Le acquisizioni in tema di linfomi T sono ancora limitate. Vale la pena comunque
di ricordare tra i LNH-T almeno i linfomi a grandi cellule anaplastiche. Sono
neoplasie caratterizzate dalla espressione, da parte di grandi cellule anaplastiche,
simili alle cellule di Reed-Sternberg, dell’antigene CD30.
Alcune forme presentano la t(2;5) che condiziona la fusione del gene della
nucleofosmina (NPM) con il gene ALK, con formazione di un trascritto chimeri-
co che codifica per una proteina ibrida (p80). La proteina p80, istochimicamente
dimostrabile, non espressa nei T-linfociti normali, è espressa negli elementi neo-
plastici ed esplica una attività tirosino-chinasica che gioca un ruolo nella pro-
gressione linfomatosa. L’identificazione della traslocazione e l’espressione di p80
costituiscono un fattore prognostico favorevole.
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Patogenesi molecolare
dei linfomi maligni

La patogenesi molecolare dei linfomi è un processo multifasico che coinvolge i)
lesioni molecolari di proto-oncogeni e geni onco-soppressori; ii) infezione virale
del clone neoplastico; iii) stimolazione cronica da parte dell’antigene.
Nell’ambito delle lesioni molecolari di proto-oncogeni, il meccanismo di attiva-
zione per traslocazione cromosomica è particolarmente frequente nei linfomi
non-Hodgkin. La caratteristica costante delle traslocazioni cromosomiche studia-
te finora è rappresentata dall'alterazione nella struttura o nella regolazione di un
proto-oncogene. Due sono i meccanismi di base attraverso cui una traslocazione
può agire nel contesto dei linfomi. Da un lato, la traslocazione cromosomica può
allontanare il proto-oncogene dalle sue proprie normali strutture regolatorie, e
posizionarlo sotto nuovi elementi di controllo. Come conseguenza, il proto-onco-
gene può essere espresso in tessuti nei quali normalmente è assente (deregolazio-
ne eterotopica), o, nel caso sia espresso già nel tessuto normale da cui il linfoma
deriva, può essere sottratto ai fini meccanismi di controllo che lo regolano in con-
dizioni fisiologiche (deregolazione omotopica). Un secondo meccanismo attra-
verso cui una traslocazione può agire è rappresentato dalla formazione di un tra-
scritto di fusione, derivante dalla fusione di due geni localizzati nei due punti di
rottura dei cromosomi coinvolti nella traslocazione. I proto-oncogeni attivati
attraverso la formazione di trascritti di fusione, come esemplificato dalla traslo-
cazione t(11;18) dei linfomi MALT, generano proteine chimeriche che mostrano
nuove proprietà biochimiche, distinte da quelle delle proteine normali prodotte
dal proto-oncogene. Le traslocazioni dei linfomi non-Hodgkin a cellule B hanno
costituito il modello per l'approccio molecolare al clonaggio delle traslocazioni
dei tumori umani. Storicamente, infatti, il clonaggio delle traslocazioni coinvol-
genti il proto-oncogene c-MYC e i geni delle immunoglobuline ha fornito una
strategia molecolare largamente applicata negli ultimi due decenni al clonaggio
di altre traslocazioni. Il motivo dominante comune delle traslocazioni dei linfomi
non-Hodgkin a cellule B è costituito dalla deregolazione trascrizionale del proto-
oncogene coinvolto. Tale deregolazione è conseguente alla giustapposizione del
proto-oncogene a sequenze regolatorie derivate dai geni delle immunoglobuline
o da altri loci espressi costituzionalmente nei linfociti B maturi normali. 
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L'inattivazione bi-allelica di geni onco-soppressori nei linfomi avviene più
comunemente per mutazione inattivante di un allele e delezione dell'altro allele.
In casi più rari, l'inattivazione bi-allelica è raggiunta per doppia mutazione su
entrambe gli alleli o per delezione omozigote del gene. Un ulteriore meccanismo
di inattivazione dei geni onco-soppressori è rappresentato dalla metilazione delle
regioni regolatorie del gene, con conseguente ridotta espressione dello stesso. A
differenza di mutazione e delezione, che rappresentano meccanismi genetici di
inattivazione, l'inattivazione per metilazione è un evento di tipo epigenetico. 
Una caratteristica comune ai virus oncogeni attualmente conosciuti nei linfomi è
la infezione persistente e di lunga durata dell’ospite, che costituisce la condizio-
ne necessaria alla trasformazione neoplastica. I virus oncogeni, infatti, applicano
multiple strategie per sfuggire al sistema immunitario dell’ospite. Ad esempio,
EBV genera una infezione latente in cui, grazie alla espressione di pochi geni
virali, riesce a rendersi “invisibile” al sistema immunitario dell’ospite e inoltre è
in grado di “downregolare” le molecole del complesso maggiore di istocompati-
bilità di classe I delle cellule infettate. Nonostante queste strategie, un ospite
immunocompetente è in grado di montare una risposta immunitaria precoce con-
tro le cellule trasformate dai virus oncogeni e riesce quindi a prevenire lo svilup-
po del tumore. Nell’ospite immunocompromesso, al contrario, le cellule trasfor-
mate dal virus riescono ad evadere l’immunosorveglianza. Infatti, gli individui
infettati dal virus della immunodeficienza umana (HIV), o sottoposti a immuno-
soppressione iatrogenica in seguito a trapianto, sono a rischio per lo sviluppo di
linfomi correlati ad EBV. Nell’ambito dei linfomi associati a infezione virale, con
alcune eccezioni, l’infezione virale è condizione necessaria, ma non sufficiente
allo sviluppo del linfoma. I virus, infatti, non si comportano come un canceroge-
no completo, ma hanno una azione iniziante o promuovente la linfomagenesi. È
quindi necessaria la deregolazione di altre vie, tramite lesioni genetiche addizio-
nali all’azione del virus, affinchè una cellula diventi completamente trasformata.
In pratica, solo una frazione di individui infettati da virus oncogeni sviluppa un
tumore ed il periodo di latenza fra infezione e trasformazione neoplastica nei sog-
getti immunocompetenti è spesso lungo. I virus oncogeni associati a linfoma con-
tribuiscono alla trasformazione neoplastica tramite meccanismi diretti ed indiret-
ti. I virus che portano uno o più oncogeni con capacità trasformanti agiscono con
meccanismo diretto e includono, ad esempio, EBV e HHV-8. Altri virus (HIV,
HCV), invece, promuovono la trasformazione neoplastica indirettamente grazie
alla stimolazione cronica del sistema immunitario o tramite modificazioni del
microambiente cellulare.

Linfomi follicolarI
I linfomi follicolari sono caratterizzati da attivazione di BCL-2 nel 90 % dei casi.
A differenza della maggior parte dei proto-oncogeni, BCL-2 non regola diretta-
mente la proliferazione cellulare, bensì è preposto al controllo della morte cellu-
lare programmata (apoptosi). Evidenze sperimentali hanno dimostrato che BCL-
2 è in grado di promuovere la sopravvivenza delle cellule di molti tessuti in assen-
za di divisione mitotica. Per esempio, nel tessuto linfoide, BCL-2 mantiene le cel-
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lule B memoria e le plasmacellule secernenti. L’attivazione del gene BCL-2 nei
linfomi follicolari avviene tramite la traslocazione t(14;18)(q32;q21). La traslo-
cazione fonde il gene BCL-2 nella sua regione non tradotta 3' terminale con
sequenze del locus delle immunoglobuline. Ne consegue la deregolazione tra-
scrizionale di BCL-2, che è così espresso ad alti livelli. L'iperespressione di BCL-
2 così ottenuta protegge la cellula neoplastica dall'apoptosi. Studi sperimentali
nell'animale transgenico hanno dimostrato che l'attivazione di BCL-2 provoca una
iperplasia diffusa delle cellule B, con caratteristiche istologiche simili a quelle
osservate in corso di linfoma follicolare. Similmente alla malattia umana, alcuni
animali sviluppano nel tempo un disordine linfoproliferativo a cellule B piu'
aggressivo in seguito all'accumulo di lesioni genetiche addizionali in una cellula
che contiene una copia di BCL-2 attivato. Una frazione di linfomi follicolari pro-
gredisce a linfoma diffuso a grandi cellule: questa trasformazione clinico-istolo-
gica si accompagna a mutazione di p53 nel 90 % dei casi, oltre a inattivazione dei
geni onco-soppressori p15 e p16, ipermutazione somatica aberrante di molteplici
proto-oncogeni, e, più raramente, attivazione di c-MYC.

Linfoma diffuso a grandi cellule B
Traslocazioni cromosomiche coinvolgenti la banda 3q27 e svariati siti cromoso-
mici, inclusi i siti delle immunoglobuline, rappresentano una alterazione fre-
quente nei linfomi diffusi a grandi cellule B. Il proto-oncogene coinvolto, defi-
nito BCL-6, appartiene alla famiglia dei fattori trascrizionali contenenti i domi-
nii "zinc finger" ed è espresso selettivamente dalle cellule B del centro germina-
tivo. Modelli animali hanno dimostrato che BCL-6 è indispensabile per la nor-
male formazione e funzione del centro germinativo. Il meccanismo di attivazio-
ne in corso di traslocazione è rappresentato dalla rottura del gene nella sua por-
zione 5', cui consegue la sostituzione del promotore endogeno di BCL-6 con un
promotore eterologo derivato dal cromosoma partner. L'effetto funzionale della
traslocazione è costituito dalla espressione costitutiva di una proteina BCL-6
intatta. Dato che la differenziazione da cellule del centro germinativo a plasma-
cellule si accompagna normalmente a “down-regolazione” di BCL-6, è verosi-
mile che l'espressione costitutiva del proto-oncogene a seguito di traslocazione
cromosomica "congeli" le B cellule allo stadio di centrociti/centroblasti e non ne
permetta la ulteriore maturazione. L'analisi molecolare di BCL-6 ha definito che
questo gene è coinvolto in circa il 40 % dei linfomi diffusi a grandi cellule B, e
rappresenta un marcatore specifico di questa patologia. Oltre al riarrangiamento
cromosomico, le alterazioni molecolari di BCL-6 includono anche le mutazioni
in prossimità delle regioni regolatorie del gene, in corrispondenza della regione
che va incontro a riarrangiamento. A differenza dei riarrangiamenti di BCL-6,
che sono selettivamente associati ai linfomi diffusi a grandi cellule, le mutazio-
ni di BCL-6 si riscontrano in tutti i tipi di linfomi derivanti da cellule del centro
germinativo, tra cui anche il linfoma follicolare ed il linfoma di Burkitt. Infatti,
nella fisiologica maturazione delle cellule B, le mutazioni di BCL-6 rappresen-
tano un marcatore molecolare di transito delle cellule B attraverso il centro ger-
minativo.
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Linfoma mantellare
La traslocazione t(11;14) associata al linfoma mantellare attiva il proto-oncogene
ciclina D1 (anche noto come BCL-1), un fattore di controllo del ciclo cellulare.
Poichè la traslocazione si associa selettivamente al linfoma mantellare nello spet-
tro dei linfomi non-Hodgkin, essa rappresenta un utile marcatore diagnostico per
la diagnosi differenziale di questo linfoma. È oggi comunemente riconosciuto che
il reperto di attivazione di ciclina D1 in una biopsia di linfoma a cellule B è il cri-
terio piu' accurato per la diagnosi di linfoma mantellare, il cui riconoscimento su
semplice base istologica è spesso difficile.

Linfoma di Burkitt
Traslocazioni di c-MYC sono presenti nel 100 % dei linfomi di Burkitt.
L'oncogene c-MYC, sul cromosoma 8q24, può essere coinvolto in traslocazioni
che lo giustappongono ad un locus delle immunoglobuline sul cromosoma 2
(catena leggera k), 14 (catene pesanti), o 22 (catena leggera l). Nella traslocazio-
ne piu' frequente, t(8;14)(q24;q32), i punti di rottura sono localizzati 5' e centro-
merici rispetto a c-MYC, mentre sul cromosoma 14 la rottura avviene a livello del
locus IgH. Nelle t(2;8) e t(8;22), complessivamente più rare, un locus delle cate-
ne leggere delle immunoglobuline è traslocato 3' e telomericamente rispetto a c-
MYC, che rimane sul cromosoma 8. I siti di rottura sul cromosoma 8 sono etero-
genei rispetto a c-MYC e possono avvenire nel primo esone o introne, immedia-
tamente 5' al promotore di c-MYC, oppure ad una distanza indefinita (> 300 Kb)
5' rispetto a c-MYC. Inoltre, sul cromosoma 14, possono essere coinvolte sia la
regione joining sia la regione switch dei geni delle catene pesanti delle immuno-
globuline. Oltre al riarrangiamento per traslocazione, tutti gli alleli c-MYC tras-
locati sono anche affetti da mutazioni puntiformi nella regione regolatoria del
gene e, frequentemente, anche da mutazioni in corrispodenza del punto di lega-
me fra c-MYC e p107, una proteina che normalmente inibisce l'attività trascrizio-
nale di c-MYC. Nel complesso, l'attivazione di c-MYC in corso di traslocazione
sembra essere dovuta a:
a) prossimità di nuovi elementi regolatori di tipo enhancer derivati dal gene

immunoglobulinico adiacente;
b) alterazione strutturale delle regioni regolatorie del gene;
c) perdita della sensibilità alla regolazione negativa esercitata da p107.

L'attività trasformante di c-MYC è stata convalidata dalle capacità dell'oncogene
attivato di trasformare cellule B normali in coltura e di causare l'insorgenza di
linfomi nell'animale transgenico. Il proto-oncogene c-MYC condivide con gli
altri fattori tracrizionali le seguenti proprietà fondamentali di questo gruppo di
geni:
1. si localizzano a livello nucleare (da qui la dizione comune di proto-oncogeni

nucleari);
2. sono in grado di legare specifiche sequenze di DNA;
3. regolano l'attività e l'espressione di altri geni.
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L'espressione dei fattori trascrizionali è sottoposta ad uno stretto meccanismo di
regolazione e subisce precise modificazioni a seconda delle fasi del ciclo cellula-
re. Il legame al DNA avviene attraverso specifici dominii funzionali. La funzio-
ne generale dei fattori trascrizionali è di ricevere segnali che giungono dal cito-
plasma al nucleo e di convogliare tali segnali direttamente al DNA, promuoven-
do e/o sopprimendo l'espressione di altri geni cellulari. Il linfoma di Burkitt, oltre
alla attivazione di c-MYC per traslocazione cromosomica, presenta nel 30 % dei
casi, mutazioni di p53. Inoltre, i casi di linfoma di Burkitt endemici (insorti in
Africa Equatoriale, Papua, Nuova Guinea) presentano consistentemente l'infezio-
ne del tumore da parte del virus di Epstein-Barr; questa, invece, è presente solo
nel 30 % dei linfomi di Burkitt sporadici insorti in Europa o negli Sati Uniti.

Linfomi T
Nell'ambito dei linfomi T, la t(2;5) si associa elettivamente ai linfomi non-
Hodgkin T a grandi cellule anaplastiche. t(2;5) provoca la formazione di un tra-
scritto di fusione fra i geni NPM e ALK. Il gene NPM codifica per una proteina
nucleolare, mentre ALK codifica per una tirosina cinasi normalmente non espres-
sa nelle cellule T. La leucemia prolinfocitica T si associa a inattivazione somati-
ca del gene ATM. Questo reperto implica il coinvolgimento di ATM non solo in
sindromi neoplastiche ereditarie, ma anche nei tumori sporadici. 

Impatto clinico delle conoscenze patogenetiche dei linfomi
In campo diagnostico, i marcatori molecolari possono complementare e raffinare
i criteri classificativi dell'istologia tradizionale, portando all'identificazione di
specifici tipi nosologici in base alla assenza/presenza di una determinata lesione
genetica. Un esempio molto significativo è rappresentato dal caso dell'attivazio-
ne della ciclina D1 nelle sindromi linfoproliferative. Storicamente, i primi studi
avevano rilevato la presenza di attivazione di ciclina D1 in una bassa percentuale
di numerose sindromi linfoproliferative, tra cui la leucemia linfatica cronica e i
linfomi a cellule B. Successivamente, si riconobbe che tutti i casi di sindrome lin-
foproliferativa con attivazione di ciclina D1 presentavano delle caratteristiche
fenotipiche e cliniche comuni e consistenti con la derivazione istologica dalle cel-
lule del mantello del centro germinativo. Inoltre, i marcatori molecolari rappre-
sentano lo strumento di elezione per l'analisi della malattia residua minima, gra-
zie alla loro altissima sensibilità. La sensibilità delle lesioni molecolari si basa sul
fatto che molte di esse sono rilevabili a mezzo della PCR. Questa tecnica permette
di rilevare una lesione genetica presente in una cellula su un milione. È oggi
anche possibile una analisi quantitativa in PCR, che permette di definire con una
certa approssimazione la proporzione di cellule neoplastiche residue in una deter-
minata biopsia. Infine, i marcatori molecolari derivati dalle conoscenze patoge-
netiche dei linfomi possono essere utilizzati come marcatori di prognosi di que-
ste neoplasie.
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Impatto clinico della diagnosi molecolare
dei linfomi non-Hodgkin

L’alterazione citogenetica più frequentemente riscontrata nei linfomi follicolari è
la traslocazione t(14;18) (q32;q21), identificabile nel 75-80% dei casi. In seguito
a questo riarrangiamento l’oncogene bcl-2, localizzato nella regione 18q21, viene
traslocato sul cromosoma 14 e posto sotto il controllo della sequenza regolatrice
del gene della catena pesante delle Immunoglobuline (IgH) che porta ad un
aumento dell’espressione della proteina antiapoptotica BCL2. La t(14;18) può
essere identificata mediante la tecnica di Polymerase Chain Reaction (PCR), una
metodica rapida e sensibile che permette di monitorare la malattia residua mini-
ma nei pazienti con linfoma follicolare. 
Gribben et al. (1) sono stati i primi a descrivere che i pazienti con linfoma folli-
colare che dopo trapianto autologo non presentano evidenza molecolare di cellu-
le neoplastiche Bcl-2/IgH+ hanno una prognosi migliore rispetto ai pazienti posi-
tivi. Altri studi effettuati anche nell’ambito di terapie convenzionali hanno con-
fermato che la scomparsa, dopo terapia, delle cellule Bcl-2/IgH+ si associano ad
una prognosi migliore (2, 3). 
Nell’ambito di uno studio multicentrico nazionale, abbiamo studiato l’efficacia
della chemioterapia CHOP e dell’anticorpo monoclonale (mAb) Rituximab nel-
l’indurre remissione molecolare in 128 pazienti con diagnosi di linfoma follico-
lare4. Tutti questi pazienti sono stati sottoposti a 6 cicli di chemioterapia CHOP
(ciclofosfamide, doxorubicina, vincristina e prednisone) e quelli che al termine
del trattamento chemioterapico avevano raggiunto una remissione clinica ma
erano rimasti molecolarmente positivi per il riarrangiamento bcl-2/IgH sono stati
ulteriormente trattati con Rituximab (4 infusioni una volta alla settimana). Un
totale di 77 pazienti ha ricevuto la somministrazione dell’anticorpo monoclonale
e sono stati poi monitorati molecolarmente tramite PCR. Al primo controllo ese-
guito a 12 settimane dal termine della somministrazione del Rituximab il 59% dei
pazienti aveva raggiunto una negativizzazione molecolare. A 28 settimane il 74%
era negativo mentre a 44 settimane il 63%. Tutti quei pazienti che hanno mante-
nuto uno stato di negatività molecolare nel tempo avevano un migliore intervallo
libero da ricorrenza di malattia rispetto a quelli che erano rimasti positivi o che
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erano ricaduti molecolarmente durante il follow-up (57% vs 20% a 3 anni,
p<0.001).
L’evidenza che i pazienti che hanno raggiunto una remissione molecolare rag-
giungano un risultato clinico che nel tempo si dimostra più favorevole suggerisce
che il raggiungimento di una remissione molecolare è un obiettivo che dovrebbe
essere perseguito con la terapia. Tuttavia la definizione di remissione molecolare
dipende molto dal tipo e dalla sensibilità della tecnica utilizzata per l’indagine
molecolare. La nested PCR può arrivare a rilevare una cellula positiva in 106 cel-
lule normali, ma i risultati di questa metodica variano molto tra i diversi labora-
tori a seconda del tipo di campione biologico analizzato (midollo, sangue perife-
rico o linfonodo) e dalla qualità dei reagenti utilizzati. Più di recente l’introdu-
zione della PCR quantitativa (RQ-PCR), un sistema che mediante l’impiego di
primers e di una sonda oligonucleotidica specifici permette di quantificare il
numero di cellule con la t(14;18) presenti in un campione, ha permesso di deter-
minare il numero di cellule positive presenti all’interno di una campione con una
sensibilità riproducibile massima pari a 105. L’analisi effettuata mediate RQ-PCR
di 86 dei 128 pazienti arruolati nello studio precedente ci ha permesso di verifi-
care come alla diagnosi, esista una grande eterogeneità per quanto riguarda la
quantità di malattia presente (numero di cellule positive per il riarrangiamento
Bcl-2/IgH presenti nei campioni sia di midollo che di sangue periferico) (5). Lo
studio ha infatti dimostrato che vi sono pazienti con una infiltrazione midollare di
malattia molto elevata (una cellula linfomatosa ogni 10 cellule normali) e pazien-
ti che al contrario presentano un minimo interessamento midollare o ematico (una
cellula positiva ogni 100.000 cellule normali). Questa eterogeneità sembra esse-
re responsabile anche del diverso tipo di risposta osservato dopo trattamento.
Infatti, dopo chemioterapia convenzionale CHOP nei pazienti che avevano livel-
li di infiltrazione midollare elevata (più di una cellula neoplastica ogni 100 cellu-
le normali) si osserva in genere una riduzione mediana di 2 logaritmi, ma non una
scomparsa della malattia misurabile molecolarmente. La successiva somministra-
zione di Rituximab aggiunge una riduzione ulteriore di 2 logaritmi del numero di
cellule positive per Bcl-2 fino ad ottenere la sua scomparsa nel 70% dei pazienti
trattati. L’analisi multivariata ha evidenziato come un basso livello di cellule Bcl-
2/IgH+ (inferiori a 1 cellula su 1000 cellule normali) risulta essere il miglior pre-
dittore di risposta clinica e molecolare sia dopo trattamento con CHOP che dopo
la successiva somministrazione di Rituximab. A 5 anni dalla fine della terapia l’e-
vent free survival dei pazienti con un livello di cellule Bcl-2/IgH+ inferiore a 1
cellula su 100 è risultato essere del 59% rispetto al 32% di quelli che avevano un
livello elevato (p < 0.02). Inoltre la probabilità di ricaduta dei pazienti che aveva-
no raggiunto una risposta molecolare, indipendentemente se dopo solo chemiote-
rapia CHOP o dopo trattamento sequenziale con CHOP e Rituximab è risultata
essere del 64% rispetto al 32% registrato nei pazienti che non si sono mai nega-
tivizzati molecolarmente (p<0.006).
In conclusione, questo nuovo studio conferma il ruolo e l’importanza del moni-
toraggio molecolare che fin dalla diagnosi fornisce informazioni rilevanti a
riguardo della scelta dei trattamenti e successivamente sulla loro efficacia.
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Restano tuttavia ancora aperti alcuni punti di discussione a proposito del signifi-
cato della ricomparsa di un clone Bcl-2/IgH+ (devono essere trattati quei pazien-
ti che raggiungono una remissione clinica ma rimangono positivi molecolarmen-
te? Bisogna ulteriormente trattare quelli che hanno una ricaduta molecolare ma
rimangono in remissione clinica?) che solo nuovi studi prospettici randomizzati
potranno risolvere.
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Anticorpi monoclonali nella terapia
dei linfomi non-Hodgkin

Nella maggior parte dei Linfomi non-Hodgkin (LNH), la chemioterapia e la
radioterapia convenzionali non sono in grado di determinarne la guarigione e,
anche nei casi in cui si ottiene una risposta terapeutica, la malattia spesso ricade.
L’aggiunta di trattamenti immunologici all’armamentario terapeutico sta offren-
do sempre più importanti benefici su questo tipo di neoplasie. Tra i trattamenti
immunologici che stanno ritrovando sempre più ampia applicazione clinica è
l’immunoterapia passiva con anticorpi monoclonali (AcMo) diretti contro antige-
ni tumorali.
Come per qualsiasi strategia immunologica, il problema della terapia con AcMo
è quello di identificare un antigene tumorale appropriato. L’antigene bersaglio
ideale deve:
1. essere espresso sulla superficie solo delle cellule tumorali (tumore-specifico),
2. deve trasmettere segnali importanti per la funzione della cellula tumorale,
3. non deve essere liberato o secreto dalla cellula tumorale o modulato o inter-

nalizzato.

L’idiotipo dell’immunoglobulina tumorale è sempre stato considerato il candida-
to teoricamente più vicino a questi requisiti e i primi studi più di 30 anni fa a
Stanford con anticorpi anti-idiotipo nei linfomi follicolari risultarono capaci di
determinare riduzione o regressione delle masse tumorali. Tuttavia l’applicazio-
ne clinica di questo approccio si dimostrò difficile perchè
a) l’antigene idiotipico è paziente specifico, rendendo la produzione degli anti-

corpi anti-idiotipo dispendiosa sia in termini economici che di tempo,
b) perchè l’idiotipo tumorale dei linfomi va spesso incontro a variabilità intra-

clonale, determinando variazione degli epitopi bersaglio e perdita di ricono-
scimento anticorpale.

Nell’ultimo decennio sono stati identificati altri antigeni tumorali nei LNH,
primo fra tutti il CD20, ma anche il CD52, il CD22, l’HLA-DR, il CD80, o il
VEGF. Gli AcMo anti-CD20 e anti-CD52 sono quelli che hanno ritrovato mag-
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gior riscontro clinico. Questi AcMo sono limitati dal fatto che non sono tumore-
specifici, aumentando i rischi di effetti collaterali sulle popolazioni cellulari nor-
mali, ma hanno il vantaggio di essere uguali tra ciascun linfoma e quindi poter
essere pronti per il loro utilizzo già al momento della diagnosi di LNH.

Rituximab

Il CD20 è espresso nel 95% dei LNH a cellule B. Tra gli AcMo anti-CD20, sono
in commercio forme non coniugate come il Rituximab (AcMo chimerico con Fc
umano IgG1 e regione varibile murina anti-CD20 umano), e forme radioconiuga-
te con Iodio-131 (Tositumomab) o con Ittrio-90 (Ibritumomab).
Il meccanismo di azione del Rituximab è stato largamente studiato in vitro ed è
stato osservato come sia in grado di indurre lisi cellulare complemento-mediata
(CDCC), citotossicità cellulare anticorpo-dipedente (ADCC) e apoptosi cellula-
re. Recentemente è stato proposto che questo AcMo abbia anche una potenziale
attività “vaccinale”.1 Secondo questo meccanismo, peptidi derivati dalla lisi delle
cellule linfomatose, indotta dal farmaco, sono catturati da cellule dendritiche che
maturano a cellule presentanti l’antigene e generano linfociti T citotossici speci-
fici mediante cross-presentazione. Tuttavia il reale meccanismo in vivo del ritu-
ximab rimane da dimostrare.
Il Rituximab è ormai ampiamente utilizzato per la sua alta attività e per il profilo
di tossicità favorevole. Viene impiegato indifferentemente sia nei LNH a basso
grado che ad alto grado di malignità sia in fase di induzione che di mantenimen-
to e infine un ruolo favorevole del Rituximab è stato evidenziato anche in corso
di (auto)trapianto di cellule staminali emopoietiche. La maggior parte degli effet-
ti collaterali si verificano durante la prima infusione e consistono principalmente
in febbre e brivido e, occasionalmente, ipotensione.

Rituximab nell’induzione dei linfomi indolenti.

L’efficacia del Rituximab fu inizialmente dimostrata proprio nei linfomi follico-
lari ricaduti o refrattari alla chemioterapia. Fu osservato che la somministrazione
del solo AcMo alla dose di 375 mg/m2 infusione endovenosa settimanale per 4
settimane, determinava una risposta in circa il 50% dei pazienti e che il 6% otte-
neva una risposta completa (2). Tuttavia, la risposta non aumentava incrementan-
do il dosaggio, né il numero di somministrazioni nè la intensità di dose (3). La
risposta poteva aumentare se il farmaco era somministrato in prima linea ma non
si osservavano benefici sulla durata di risposta (4). Successivamente veniva osser-
vato prima in vitro e poi vivo che Rituximab sinergizzava con i chemioterapici
contro linee tumorali di linfoma (5), mentre in clinica numerosi studi randomiz-
zati dimostravano la superiorità dell’associazione Rituximab-chemioterapia
rispetto alla chemioterapia da sola nei linfomi indolenti (3). In uno studio del
German low-grade lymphoma study group (GLGLS) (Dreyling, ASH 2003 ),
sono stati valutati 65 pazienti randomizzati tra FCM e R-FCM. È stato visto che
l’associazione con Rituximab induce una percentuale di risposte significativa-
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mente superiore alla chemioterapia da sola. Sempre il GLGLS ha valutato 394
pazienti randomizzati tra CHOP e Rituximab-CHOP, osservando risposte simili
(93 vs 97%) ma una sopravvivenza libera da eventi e una sopravvivenza globale
superiore nel braccio R-CHOP (6). Markus et al. hanno valutato 322 pazienti con
linfoma follicolare che hanno ricevuto CVP da solo o in associazione con
Rituximab ed hanno osservato che le risposte erano significativamente superiori
nell’associazione (81% risposte globali, 40% risposte complete) piuttosto che nel
braccio senza AcMo (57% e 10%). Inoltre, i pazienti del braccio R-CVP avevano
un tempo di fallimento dal trattamento e un tempo di progressione più lungo dei
pazienti del braccio con chemioterapia solamente (7).

Rituximab nel mantenimento dei linfomi indolenti.

È ancora non completamente chiarito se il Rituximab è utile per il mantenimen-
to dei linfomi a basso grado per ridurre il tempo di progressione di malattia.
Hainsworth et al. hanno trattato 62 pazienti con linfoma follicolare o a basso
grado con 4 somministrazioni settimanali di Rituximab, seguito da altre 4 som-
ministrazioni ogni 6 mesi per 2 anni (4). In questo studio il tempo di progressio-
ne della malattia era più lungo di quanto atteso. In uno studio di Ghielmini et al.,
128 pazienti pre-trattati e 58 pazienti naive sono stati trattati con Rituximab per
4 cicli e quindi randomizzati a mantenimento con Rituximab ogni 2 mesi per 8
mesi vs osservazione (8). In questo studio, il tempo di progressione era significa-
tivamente più lungo nei pazienti in mantenimento, anche se questo beneficio era
principalmente ristretto ai pazienti precedentemente non trattati.
Tuttavia la confusione sul significato vero del Rituximab come mantenimento nei
linfomi indolenti sta nel fatto che 40% dei pazienti responsivi che ricadono dopo
almeno 6 mesi rispondono nuovamente con una durata di risposta simile alla
prima (9). Pertanto non è ovvio se è preferibile eseguire un mantenimento o trat-
tare il paziente nuovamente solo in caso di progressione. Nel tentativo di rispon-
dere a questo quesito, Hainsworth et al. hanno randomizzato pazienti trattati con
4 cicli di Rtuximab a nuovo trattamento alla ricaduta o mantenimento, osservan-
do che i tempi per un nuovo trattamento era simile nei 2 gruppi (10). È in corso
uno studio ECOG finalizzato a chiarire se il mantenimento abbia nessun benefi-
cio sul nuovo trattamento alla ricaduta.

Rituximab nei linfomi aggressivi.

Rituximab in associazione a CHOP è ormai consacrato come trattamento di scel-
ta per l’induzione nel linfoma B diffuso a grandi cellule (LBDGC). Infatti uno
studio GELA del 2002 dimostrò che l’associazione R-CHOP in pazienti tra 60 e
80 anni era superiore a CHOP solamente in termini di riposte complete, soprav-
vivenza libera da eventi e sopravvivenza globale (11). Questi dati sono stati con-
fermati in uno studio intergruppo ECOG-CALGB-SWOG di 632 pazienti anzia-
ni con LBDGC (12). Questo studio ha anche dimostrato che l’eventuale manteni-
mento con l’AcMo non era necessario nel braccio R-CHOP, mentre migliorava la
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sopravvivenza nel braccio che aveva ricevuto una induzione con CHOP da solo,
ottenendo sopravvivenze simili al braccio indotto con R-CHOP.

Rituximab nel TMO

Il Rituximab è in corso di valutazione anche nell’induzione e nella terapia adiu-
vante al trapianto di midollo osseo autologo (ABMT). In uno studio eseguito al
Memorial Sloan Kettering Cancer Center, è stato valutato il ruolo del Rituximab
in aggiunta all’ICE come seconda induzione seguita da ABMT in pazienti con
LBDGC refrattari o ricaduti.13 Il tasso di risposte complete risultava significati-
vamente superiore rispetto a un gruppo storico indotto con ICE solamente (53%
vs 27%), senza significative differenze in termini di tossicità o numero di cellule
CD34 raccolte. Dopo autotrapianto, la sopravvivenza libera da progressione sem-
brava significativamente superiore rispetto al gruppo storico tratto con ICE (54%
vs 43% a 2 anni).
Numerosi altri studi hanno valutato il ruolo del Rituximab dopo ABMT. (13) In
uno studio di fase II, sono stati valutati 29 pazienti con LNH aggressivo sottopo-
sti a ABMT e successivamente a 4 infusioni settimanali dell’AcMo alla dose di
375 mg/m2 dal giorno +42 e dal giorno +180 post-ABMT. In questi pazienti la
sopravvivenza libera da eventi era pari all’83% mentre la sopravvivenza globale
era 88%. Si osservava neutropenia grado 3-4 in circa il 50% dei pazienti. È in
corso uno studio di fase 3 da parte dello US Intergroup che mira a valutare l’ef-
ficacia del rituximab dopo ABMT (14).

AcMo radioconiugati 

Nonostante i risultati incoraggianti con il Rituximab, i pazienti inevitabilmente
ricadono e diventano resistenti anche all’AcMo. I radioconiugati anti-CD20
offrono una possibilità di superare questo problema. I radioconiugati hanno il
vantaggio di aggiungere ai vari meccanismi di azione di un AcMo non coniugato
quello di uccidere non solo le cellule che l’AcMo lega, ma anche il tessuto tumo-
rale circostante per effetto delle radiazioni emesse dall’isotopo legato e di aver
pertanto una maggior efficacia terapeutica. Tuttavia sono difficili da impiegare
nella comune pratica clinica perché richiedono strutture adeguate per la manipo-
lazione del radiofarmaco.
Ibritumomab-Y90 è un ?-emittente e pertanto la biodistribuzione è difficile da
visualizzare e la sua somministrazione richiede 7-8 giorni di preparazione. La
successiva singola somministrazione del farmaco (0.4 mCi/kg) è in grado di
determinare risposte del 74% (15% risposte complete) nei linfomi refrattari al
Rituximab (15). In uno studio in cui 143 LNH refrattari al Rituximab sono stati
randomizzati per Ibritumomab o Rituximab, le risposte erano superiori con il
radioconiugato (80% vs 56%), anche se poi non si sono osservate differenze nel
tempo di progressione di malattia (16).
Tositumomab-I131 è un β e γ-emittente e può essere effettuata una dosimetria per
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somministrare il radioconiugato a un dosaggio paziente-specifico ma anch’esso
richiede circa una settimana di preparazione. In uno studio multicentrico di 60
pazienti pretrattati, si osservava un tasso di risposte del 65% (81% nei LNH fol-
licolari) e la durata di risposta era significativamente superiore che dopo l’ultima
chemioterapia.17 Similmente si hanno risposte nel 65% dei pazienti resistenti al
Rituximab. Nei pazienti non pretrattati le risposte sono state ancora superiori
(97% risposte globali, 63% risposte complete) .18 Sono in corso degli studi
SWOG-CALGB di fase III che valutano R-CHOP (18) vs CHOP seguito da
Tositumomab-I131.
I maggiori effetti collaterali dei radioimmunoconiugati sono la mielodepressione
secondaria al trattamento e il rischio di sviluppo di sindromi mielodisplastiche o
leucemie acute, che si aggira intorno al 1.5% con Ibritumomab e al 6% con
Tositumomab.

Altri AcMo

Altri AcMo impiegati a livello clinico nel trattamento dei linfomi sono alemtuzu-
mab (anti-CD52), epratuzumab (anti-CD22), apolizumab (anti-HLA-DR), e gali-
ximab (anti-CD80) ma nessuno di questi ha dato risposte superiori al Rituximab
(3). Tra questi, alemtuzumab, che determina una riposta in solo il 14% dei linfo-
mi B, sta assumendo un ruolo molto importante nel trattamento delle leucemie
linfatiche croniche ad alto rischio e nella terapia dei linfomi T. Nelle leucemie lin-
fatiche croniche sembra molto utile nelle forme ad alto rischio resistenti alla flu-
darabina, in particolare nelle forme con mutazioni di p53, dove è in grado di
determinare una risposta in almeno il 40% dei casi (19). Il ruolo dell’alemtuzu-
mab nei lifomi T è stato valutato principalmente in uno studio di fase II di 22
pazienti con micosi fungoide/sindrome di Sezary (MF/SS) (20). La risposta glo-
bale a alemtuzumab era del 55%, con 32% remissioni complete. Tuttavia, alem-
tuzumab è accompagnato da mielodepressione severa e alto rischio di infezioni o
riattivazione del CMV. Tali effetti immunosoppressori sono però anche alla base
dei vari studi che stanno sperimentando alemtuzumab nel condizionamento ai tra-
pianti di cellule staminali allogenici.
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Anti-idiotype vaccination for hematological
malignancies

We previously showed that positively selected peripheral blood CD14+ mono-
cytes from multiple myeloma (MM) patients can be induced to differentiate into
fully functional, mature, CD83+ dendritic cells (DC) highly efficient in priming
autologous T lymphocytes in response to the patient-specific tumor idiotype (Id).
We have recently scaled up our manufacturing protocol for application in a phase
I-II clinical trial of anti-Id vaccination with DC in MM patients. Circulating
monocytes were labeled with clinical grade anti-CD14 microbeads and positive-
ly selected with the CliniMACS instrument. Cells were then grown, according to
Good Manufacturing Practice (GMP) guidelines, in FCS-free medium in cell cul-
ture bags, and differentiated to DC with GM-CSF plus IL-4 followed by either
TNF-a or a cocktail of IL-1b, IL-6, TNF-a and prostaglandin-E2. Before matura-
tion, Mo-DC were pulsed with the autologous Id as whole protein or Id-derived
peptides. Thirteen MM patients, who had been treated with two courses of high-
dose chemotherapy with peripheral blood stem cell support, entered in the clini-
cal study. CD14+ monocytes were enriched from 16.1±5.7% to 95.5±3.2%
(recovery 67.9±15 %, viability >97%). After cell culture, phenotypic analysis
showed that 89.6±6.6% of the cells were DC. We obtained 2.89±1 x108

DC/leukapheresis which represented 24.5±9% of the initial number of CD14+

cells. Notably, the cytokine cocktail induced a significantly higher percentage and
yield (31±10.9 of initial CD14+ cells) of DC than TNF-a alone, secretion of larg-
er amounts of IL-12, potent stimulatory activity on allogeneic and autologous T
cells. Storage in liquid nitrogen did not modify the phenotype or functional char-
acteristics of pre-loaded DC. The recovery of thawed, viable DC, was 78±10%.
Ten patients received a series of by-monthly immunizations consisting of three
subcutaneous and two intravenous injections of Id-keyhole limpet hemocyanin
(KLH)-pulsed DC (5x-, 10x-, 50x106 cells and 10x-, 50x106 cells, respectively).
The patient-specific Id was used as whole protein in 4 patients whereas 6 addi-
tional patients had their DC charged with Id (VDJ)-derived HLA class I restrict-
ed peptides. The administration of Id-pulsed DC was well tolerated without clin-
ically significant side effects. So far, 6 patients have been fully evaluated for their
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immunological response to DC vaccination. Six out of 6 patients developed a
humoral and T-cell proliferative response to KLH. Moreover, 5/6 showed circu-
lating IFN-g-secreting T cells by Elispot. None of the patients mounted a B-cell
response to Id whereas 6/6 developed a Id-specific T-cell proliferative response
and 4/6 IFN-g-secreting T cells. Delayed-type hypersensitivity (DTH) tests
showed 6/8 and 2/8 patients responsive to KLH and tumor Id, respectively. With
a median follow up of 16 months, 6/10 patients have stable disease, 1 patient is
in molecular CR and 3 patients progressed. In summary, positive selection of cir-
culating CD14+ monocytes allows the generation of mature and functional DC
suitable for clinical trials and cryopreservation does not affect the phenotype and
function of pre-loaded DC. Injections of cryopreserved Id-pulsed DC are safe and
induce T-cell tumor-specific responses. Based on these results, a DC-based phase
II trial of anti-Id vaccination with VDJ-derived HLA class I restricted peptides
and KLH has been recently opened. 
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Monoclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS):
long-range experience at Mayo Clinic

Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) is characterized
by the presence of a serum M-protein < 30 g/dL, fewer than 10% plasma cells in
the bone marrow, none or a small amount of M-protein in the urine, and absence
of lytic lesions, anemia, hypercalcemia, or renal insufficiency related to the plas-
ma cell proliferative process. MGUS has been reported in approximately 3% of
persons older than 70 years. 
We performed a population based epidemiologic study to determine the preva-
lence of MGUS among residents of Olmsted County Minnesota aged 50 years
and older as of January 1, 1995. Serum samples were collected from 76% of the
28,063 enumerated residents of Olmsted County > 50 years of age. The preva-
lence increased with advancing age with a prevalence almost 4 fold higher in per-
sons > 80 years of age compared to those age 50-59 years. The prevalence
remained constant throughout the collection period, suggesting that patients who
frequently seek medical care are at no greater risk for MGUS than the apparent
healthier population who do not seek medical care regularly. The size of the M-
protein ranged from unmeasurable to 30 g/L. The median size of the M-protein
was 5 g/L. We concluded that MGUS was one of the most common premalignant
disorders in the general population aged 50 years and older. Compared to earlier
studies, the prevalence of MGUS is significantly more than previously recog-
nized; 3 fold higher in patients > 50 years of age and approximately twice that
previously reported in persons > 70 years of age.
In an effort to determine the outcome of patients with MGUS, we reviewed the
medical records of all patients with a monoclonal gammopathy who were evaluat-
ed at Mayo Clinic from 1956 - 1970. Patients with multiple myeloma (MM),
Waldenström’s macroglobulinemia (WM), primary systemic Amyloidosis (AL),
lymphoma or related disorders were excluded. These 241 patients were followed
for 3,579 person years (median, 13.7 years; range, 0-39 years). Only 14 (6%) were
alive and had no substantial increase in M-protein during a median follow-up of
33 years. Twenty-five additional patients (10%) had a serum M-protein value of 30
g/L or greater but did not require chemotherapy for MM, WM, or AL. One hun-
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dred thirty-eight patients (57%) died without evidence of symptomatic MM, WM,
AL or a related disorder. Sixty-four patients (27%) developed a malignant plasma
cell proliferative disorder during follow-up. The actuarial rate of disease develop-
ment was 17% at 10 years, 34% at 20 years, and 39% at 25 years, which is approx-
imately 1.5% per year. Forty-four (69%) of the 64 patients with progression had
MM. The interval from diagnosis MGUS to the development of a malignant plas-
ma cell proliferative process was 10.4 years (median 1 - 32 years).
In an effort to confirm the findings of the 241 patients from the United States and
foreign countries, we followed a group of 1,384 MGUS patients from the 11
counties of Southeastern Minnesota evaluated at Mayo Clinic from 1960 to 1994.
A reduction of uninvolved (normal or background) immunoglobulins was found
in 38% of 840 patients who were evaluated, while 31% of the 418 who had
immunofixation of urine had a monoclonal light chain. Bone marrow contained 0
- 10% plasma cells (median - 3%).
The 1,384 patients were followed-up for a total of 11,900 person years (median -
15.4 years). During follow-up MM, WM, AL, lymphoma or chronic lymphocyt-
ic leukemia developed in 115 patients (8%). The cumulative probability of pro-
gression to one of these disorders was 10% at 10 years, 21% at 20 years and 26%
at 30 years (1% per year). Patients were at risk of progression even after 25 years
or more of stabile MGUS. An additional 32 patients had a increase in M-protein
to more than 30 g/L, or a percentage of plasma cells increasing to > 10% but
symptomatic MM or WM did not develop. 
The number of patients with progression to a plasma cell disorder (115 patients)
was 7.3 x the number expected. The risk of MM developing was increased 25
fold, WM 46 fold and AL 8.4 fold. Seventy-five (65%) of the 115 patients pro-
gressed to MM. In 32%, the diagnosis of MM was made more than 10 years after
the M-protein was recognized, while 5 patients were diagnosed after 20 years of
follow-up. At the time of recognition of MGUS, one cannot distinguish a patient
whose condition will remain stable from one in whom progression to a plasma
cell malignancy will develop. In this series of 1,384 patients the size of the M-
protein at diagnosis was the most important predictor of progression to a plasma
cell disorder. Risk of progression with a serum M-protein value of 15g/L was
almost 2 fold greater than the risk of progression with an M-protein value of 5g/L
and the risk of progression with 25 g/L was 4.6 x that of a value of 5 g/L. Patients
with an IgM or an IgA M-protein had an increased risk of progression compared
with patients who had an IgG protein (p = 0.001). A novel highly sensitive serum
free light chain (FLC) assay has recently been introduced. We evaluated 47
patients with MGUS and documented progression to myeloma or a related malig-
nancy and compared them to 50 age and gender matched patients with MGUS
and no evidence of progression after 5 years of follow-up. The presence of an
abnormal kappa/lambda FLC ratio was associated with a higher risk of progres-
sion (relative risk 2.5). This increased risk of progression has recently been con-
firmed in a large cohort study of 1,148 patients with MGUS. 
Despite the results of laboratory tests, one must follow the patient, the serum pro-
tein electrophoreses, and clinical evaluation as long as the patient lives.
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Meccanismi molecolari nella patogenesi
del mieloma multiplo e dell’amiloidosi AL

Il mieloma multiplo (MM) e l’amiloidosi causata da catene leggere immunoglo-
buliniche monoclonali (AL) hanno in comune la presenza di un clone plasmacel-
lulare midollare. 
Il mieloma multiplo è una neoplasia delle cellule B differenziate in modo termi-
nale (plasmacellule) caratterizzata da traslocazioni cromosomiche che frequente-
mente pongono oncogeni sotto il controllo degli "enhancers" immunoglobulinici e
da un intensa interazione con il microambiente midollare (1). Sulla scorta di nume-
rose evidenze sperimentali è stato proposto un modello per la patogenesi moleco-
lare del mieloma multiplo. In base al contenuto in cromosomi si possono definire
due percorsi patogenetici, che probabilmente si sovrappongono. Circa la metà dei
tumori sono non iperdiploidi, con elevata incidenza di traslocazioni reciproche
coinvolgenti la regione delle catene pesanti immunoglobuliniche (IgH) e 5 partners
ricorrenti [11q13 (ciclina D1), 6p21 (ciclina D3), 4p16 (FGFR3 e MMSET) 16q23
(c-maf) e 20q11 (mafB)], insieme ad una relativa elevata incidenza di delezione
del cromosoma 13/13q14. L’altra metà dei mielomi è invece iperdiploide, associa-
ta a trisomie multiple dei cromosomi dispari (3, 5, 7, 9, 11, 15 19 e 21), ma con
scarsa incidenza sia di delezione del cromosoma 13/13q14 che di traslocazioni
IgH ricorrenti. La deregolazione dei geni della ciclina D (D1, D2 e D3) sembra
essere un evento pressoché universale delle prime fasi della patogenesi del mielo-
ma, comportando una profonda alterazione della via del gene oncorepressore reti-
noblastoma (Rb). La deregolazione delle cicline D può essere provocata dalla tras-
locazione cromosomica primaria, o da meccanismi molecolari ancora non definiti
(come accade nei mielomi iperdiploidi che hanno coinvolgimento prevalente della
ciclina D1 e, meno frequentemente, della D2). La deregolazione di uno dei 3 geni
delle cicline può rendere le cellule più suscettibili a stimoli proliferativi derivanti
dalle interazioni con il microambiente midollare che produce l’IL-6 e altre cito-
chine, il tutto esita nella espansione selettiva di un clone plasmacellulare.
Anomalie cariotipiche comprendenti traslocazioni IgH, trisomie 3, 5, 7, 9, 11, 15,
19 e 21 e monosomie del cromosoma 13 o delezioni 13q14 sono frequentemente
presenti anche in soggetti con gammapatie monoclonali di incerto significato
(MGUS) (3). Sebbene la deregolazione dei geni della ciclina D sembra svolgere
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un ruolo primario nelle fasi iniziali della patogenesi, ci sono evidenze che la via
del gene del Rb possa essere ulteriormente alterata dalla metilazione ed inattiva-
zione di p16INK4a in una importante frazione di MGUS e MM. La progressione
tumorale si associa con traslocazioni cromosomiche secondarie rappresentate in
modo paradigmatico dalle traslocazioni di c-myc. Mutazioni reciprocamente
esclusive di K- o N-Ras sono rare o assenti nei casi di MGUS, mentre mutazioni
in Ras sono presenti nel 30-40% dei MM iniziali, e mutazioni di FGFR3 si osser-
vano nei MM avanzati. Al contrario della "pathway" del Rb, il coinvolgimento di
p53 (mutazioni e/o delezioni) si osserva nelle fasi molto avanzate della malattia.
Ulteriore danno della via Rb per inattivazione di p18INK4c può essere raramente
osservata nelle fasi tardive del MM. Recentemente è stata proposta una classifica-
zione del MM basata sul tipo di traslocazione e di ciclina espressa (classificazio-
ne TC) che presenta una buona correlazione con la prognosi e la risposta alla tera-
pia (4). I MM del sottotipo TC1 (18%, caratterizzati da ottima risposta alla che-
mioterapia sovramassimale) esprimono elevati livelli di ciclina D1 o D3 come
risultato di una traslocazione IgH [t(6;14), t(11;14)]; i MM TC2 (37%, di solito
iperdiploidi) esprimono bassi o moderati livelli di ciclina D1 nonostante l’assenza
di traslocazione t(11;14); i MM del gruppo TC3 (22%) non rientrano in alcuno
degli altri gruppi ed esprimono preferenzialmente la ciclina D2, ma alcuni espri-
mono bassi livelli anche di D1 o D3. I MM TC4 (16%) esprimono alti livelli di
ciclina D2, e anche di MMSET e FGFR3 come risultato della traslocazione
t(4;14); mentre i MM TC5 (7%) esprimono i più alti livelli di ciclina D2 in aggiun-
ta ad elevati livelli di c-maf o mafB, a dimostrazione che entrambi i fattori trascri-
zionali maf sono in grado di promuovere la deregolazione di questa ciclina. In con-
siderazione del ruolo fondamentale delle cicline nella patogenesi del MM, nume-
rosi approcci terapeutici si sono focalizzati su queste molecole.
Le cellule mielomatose interagiscono intensamente con le cellule stromali e con
la matrice extracellulare del microambiente midollare. L’adesione delle cellule
mielomatose alle proteine della matrice extracellulare conferisce la cosiddetta
“cell adhesion-mediated drug resistance” ed il legame delle cellule mielomatose
alle cellule stromali midollari induce la trascrizione e la secrezione di citochine
[IL-6 e “insulin-like growth factor 1” (IGF-1)] o del “vascular endothelial growth
factor” (VEGF) da parte delle cellule stromali, che non solo promuovono la cre-
scita, la sopravvivenza e la migrazione delle cellule mielomatose ma conferisco-
no resistenza alla chemioterapia convenzionale. Le molecole di adesione CD44,
VLA-4, VLA-5, LFA-1, CD56, CD54, syndecan-1 e MPC-1 mediano l’ “homing”
delle cellule mielomatose nel midollo osseo. Successivamente, le cellule tumora-
li si legano alle proteine della matrice extracellulare ed alle cellule stromali
midollari. Questo legame non solo determina la localizzazione delle cellule mie-
lomatose al microambiente midollare, ma ha anche importanti implicazioni fun-
zionali e cliniche. Ad esempio il syndecan-1 regola la crescita e la sopravvivenza
delle cellule tumorali, e sue elevate concentrazioni sieriche correlano con elevata
massa tumorale, ridotta attività della metalloproteinasi-9, e prognosi severa.
Inoltre l’adesione delle cellule mielomatose al collagene, via syndecan-1, induce
la sintesi della metalloproteinasi-1, promuovendo il riassorbimento osseo e l’in-
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vasione tumorale. Poiché le molecole di adesione giocano un ruolo fondamenta-
le nella patogenesi del MM, si stanno sviluppando e testando in modelli animali
strategie terapeutiche che hanno come bersaglio queste molecole.
L’IL-6, prodotta principalmente dalle cellule stromali midollari, attiva una serie
di vie intracellulari che mediano la crescita delle cellule mielomatose, la loro
sopravvivenza e chemioresistenza. Analogamente, l’IGF-1 induce proliferazione,
sopravvivenza e chemioresistenza attraverso varie vie di trasduzione del segnale.
Il VEGF è prodotto sia dalle cellule mielomatose che dalle cellule stromali ed è
responsabile, almeno in parte, dell’aumentata angiogenesi nei pazienti con mie-
loma multiplo. Sia le plasmacellule mielomatose che le cellule mononucleari
midollari sintetizzano il TNFα la cui concentrazione sierica appare più elevata nei
pazienti con malattia ossea. Il ligando del CD40, un membro della famiglia del
TNFα, modula la crescita delle cellule mielomatose sia direttamente che indiret-
tamente attraverso le sue interazioni con il microambiente midollare. 
La Figura 1 riassume le fasi dello sviluppo del mieloma multiplo.
Gli studi sui meccanismi molecolari nella patogenesi del MM e sul ruolo del
microambiente midollare hanno fornito le basi per l'identificazione e validazione
di nuove terapie mirate al superamento della chemioresistenza ed al migliora-
mento della sopravvivenza. In futuro la definizione del profilo genetico e proteo-
mico consentirà di disegnare terapie molecolari specifiche per il singolo paziente
con l'obiettivo di ottimizzare la terapia al minor costo di tossicità.
L'amiloidosi AL è caratterizzata da un clone con le caratteristiche biologiche
intermedie fra quelle della MGUS e quelle del MM (5). Nostri studi basati sul-
l'utilizzo di anticorpi anti-idiotipo monoclonali hanno dimostrato che il clone
amiloidogenico è composto non solo da plasmacellule mature, ma anche da cel-
lule più immature linfoplasmocitoidi midollari e da linfociti B maturi circolanti.
Questi ultimi possono essere indotti in vitro a differenziarsi a plasmacellule iden-
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Figura 1 - (da Kuehl &
Bergsagel, Nat Rev Cancer
2002;2:175-187) Stadi del
mieloma multiplo. Il MM
origina da una cellula B che
ha incontrato l’antigene.
Circa il 30-50% dei mielomi
origina da una MGUS e non
sempre attraverso una fase di
mieloma indolente (smoul-
dering). Inizialmente il MM è
circoscritto al midollo, ma
nelle fasi avanzate della
malattia può acquisire la
capacità di crescere in regioni
extramidollari, come nel flui-
do pleurico o nella cute. La
transizione da MGUS a MM
si manifesta con un aumento
delle plasmacellule clonali in
foci multipli midollari e con
lesioni osteolitiche.
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tiche a quelle midollari e sintetizzanti la immunoglobulina amiloidogenica. È
stato pertanto proposto che le cellule B mature circolanti riforniscano il compar-
timento midollare, come illustrato in Figura 2. Cellule clonali circolanti sono
state inoltre rilevate con PCR clone-specifica. Il clone amiloidogenico ha una
cinetica minima, ma misurabile, con solo una piccola parte di cellule nella fase S
del ciclo cellulare e, come atteso anche in base allo schema della Figura 1, la
malattia è caratterizzata da assenza di evoluzione verso forme aggressive. È pos-
sibile, ma non dimostrato, che le plasmacellule amiloidogeniche si accumulino
nel midollo a causa di una inibizione del meccanismo di apoptosi.
Anche nel clone amiloidogenico sono state documentate numerose anomalie cro-
mosomiche per mezzo di tecnica FISH eseguita su cellule clonali identificate con
anticorpi anti-catena leggera. La perdita di un cromosoma 18 è stata documentata
nel 72% dei casi (6), e traslocazioni coinvolgenti il locus IgH nel 75% dei casi. Fra
i possibili partners, la traslocazione t(11;14)(q13;q32), che coinvolge il locus della
ciclina D1, è stata osservata nel 55% dei casi (7), mentre la PCR inversa ha identi-
ficato trascritti ibridi della traslocazione t(4;14)(p16.3;q32) in circa il 14% dei cam-
pioni analizzati (8). Inoltre, uno studio con tecnica FISH condotto su plasmacellu-
le isolate ha documentato la delezione di 13q14 in circa il 30% dei casi. Anche se i
dati disponibili sono limitati, sembra che le anomalie cromosomiche e la deregola-
zione di oncogeni tipiche del MM siano presenti anche nell'amiloidosi AL. 
Il quadro clinico nell'amiloidosi AL è dominato dai danni d'organo causati dalla
aggregazione delle catene leggere in fibrille amiloidi. I meccanismi molecolari

Figura 2 - Dopo l'incontro con l'anti-
gene specifico, probabilmente in
modo T-dipendente, il linfocito B
maturo va incontro a ipermutazioni
somatiche e "switching" di classe. Le
cellule B con migliorate capacità
leganti l'antigene (cellule post-
mutazioni somatiche) sono selezion-
ate per mezzo dei recettori
immunoglobulinici di superficie. Una
proporzione di queste cellule alla fine
va incontro a differenziazione nel
midollo osseo fino a plasmacellula
attraverso tappe intermedie di cellula
linfoide e linfoplasmacitoide. Uno
schema generale è proposto sulla
scorta degli esperimenti in vitro nei
quali i linfociti B circolanti idiotipo-
positivi sono stati indotti a differen-
ziarsi per mezzo di IL-3 e IL-6 in plas-
macellule del tutto simili a quelle
midollari.



che sono alla base della polimerizzazione delle proteine amiloidogeniche sono
stati recentemente elucidati (9). L'importanza della struttura primaria del dominio
variabile della catena leggera (VL) è indicata da numerose osservazioni: l'inu-
suale preponderanza di catene leggere lambda rispetto alle kappa; la pressoché
costante associazione fra catene leggere lambda della famiglia lambda VI ed ami-
loidosi, e la aumentata rappresentazione di catene leggere lambda derivate dal
gene germline 3r fra quelle amiloidogeniche (10). L'instabilità strutturale di VL è
considerato il fattore principale alla base della amiloidogenicità. Il processo di
aggregazione viene favorito dalle condizioni del microambiente (pH, soluti, tem-
peratura) e dalla interazione con costituenti della matrice extracellulare. Anche se
attualmente l'approccio terapeutico più efficace si basa sulla riduzione o elimina-
zione del clone amiloidogenico per mezzo di chemioterapia, la comprensione dei
meccanismi molecolari alla base della formazione dei depositi di amiloide in
organi bersaglio sta aprendo nuove strategie terapeutiche (11). 
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Genetic heterogeneity
in multiple myeloma

Multiple myeloma (MM) is characterized by the accumulation of malignant plas-
ma cells (PC) within the bone marrow. Clinically, patients with MM usually pres-
ent bone pain related to lytic bone lesions, frequent anaemia, and less often, renal
impairment. Despite improvements in the clinical management of patients in the
past decade, especially with the use of high dose therapy in the youngest patients,
the disease remains ultimately fatal. However, this uniform evolution hides a
tremendous heterogeneity, with patients inescapably evolving in a few weeks,
while others may enjoy a more than 10-year survival. This prognostic hetero-
geneity is reminiscent from other haematological malignancies, like acute
leukaemias, in which cytogenetics has been shown to directly drive evolution and
survival. The idea was that genetics may define the natural history of tumours in
general, but that this theory has been only demonstrated in some haematopoietic
tumours, especially because of intrinsic characteristics (like easier cell availabil-
ity, higher proliferation, or simpler oncogenesis).
Compared to acute leukaemias, very few large cytogenetic series have been
reported (1-5). Analysis of these series showed that karyotypes in MM are most-
ly normal. These data contrasted with other reports showing that DNA index or
interphase fluorescence in situ hybridisation (FISH) experiments were abnormal
in more than 80% of the patients (6-10). These discrepancies reflect the low pro-
liferative index of PC. The median labelling index in MM is lower than 1%, (11)
so much lower than that of remaining normal bone marrow myeloid cells. Thus,
because the bone marrow is usually only partially infiltrated by malignant PC,
normal myeloid cells display a proliferative advantage, leading to an apparently
normal karyotype in 60% to 70% of the patients with MM. This technical pitfall
lead some investigators to use other techniques, not based on proliferation, such
as interphase FISH, to get insight MM oncogenesis (9, 10, 12, 14). However, this
strategy presupposes to identify recurrent chromosomal abnormalities and to gen-
erate probes specific for these karyotypic changes.

Analysis of the cytogenetic literature

An extensive analysis of the cytogenetic literature revealed several recurrent
cytogenetic abnormalities. The first finding was that informative (abnormal)
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karyotypes are usually highly complex, with two main subgroups: one represent-
ed by the gain of several chromosomes, defining hyperdiploidy, and a second sub-
group characterized by pseudo-, hypo- or tetraploidy (gathered as non-hyper-
diploid cases), with the accumulation of many structural chromosomal changes.
Interestingly, hyperdiploidy (observed in about a half of the patients with abnor-
mal karyotypes) was characterized by the gain of non-random chromosomes,
especially odd chromosomes (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 and 21). Hyperdiploid kary-
otypes present usually few structural changes. On the other hand, some chromo-
somes are frequently lost, and especially chromosome 13 (in about half of the
patients with an informative karyotype). Among the many structural abnormali-
ties observed in the karyotypes, the most frequent are those involving the long
arm of chromosome 1 (50%, not specific of MM), and the 14q32 chromosomal
region (~ 30%). This low number of recurrent abnormalities opened the door to
possible interphase FISH analyses using probes specific for these chromosomal
changes.

14q32 abnormalities

The 14q32 chromosomal region is rearranged in several B-cell lymphomas, usu-
ally with specific chromosomal partners (for review, see (15)). These transloca-
tions are almost constant, and are considered as primary events in the lym-
phomagenesis. In contrast, in MM they appeared to be much less frequent, until
Bergsagel and colleagues reported that illegitimate rearrangements involving the
gene encoding the Ig heavy chain (IGH), located at 14q32, were observed in
almost 100% of human myeloma cell lines (HMCL) (16). Moreover, they showed
that most of these rearrangements involved switch sequences, raising the hypoth-
esis of errors occurring during the switch process. These data prompted some
authors to develop FISH probes specific for the IGH gene, enabling to look for
illegitimate IGH rearrangements directly on interphase PC (12-17). The analysis
of large cohorts of patients showed that cytogenetics largely underestimated the
incidence of 14q32 abnormalities: 60% to 70% of patients with MM presented an
illegitimate IGH recombination (12-17). However, in contrast to B-cell lym-
phomas, these chromosomal changes were not constant. The analysis of patients
at relapse did not show a higher incidence, demonstrating that they were not sec-
ondary changes acquired during evolution (17). On the other hand, they were
observed with a similar incidence in monoclonal gammopathies of undetermined
significance (MGUS), clearly showing that these genetic rearrangements were
not sufficient for oncogenesis (18). 
The analysis of a large number of HMCL revealed that 3 main 14q32 transloca-
tions were observed, each accounting for about 25% of the 14q32 rearrange-
ments: t(11;14)(q13;q32), t(4;14)(p16;q32) and t(14;16)(q23;q32). Cloning of
some of these translocations showed that t(11;14) involved the CCND1 gene on
chromosome 11, leading to overexpression of cyclin D1 (similarly to mantle cell
lymphomas) (19). The role of cyclin D1 overexpression in the oncogenesis is not
clear, since these MM do not present a higher proliferation than those lacking
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cyclin D1 activation (20). Of note, PC bearing the t(11;14) present a peculiar
lymphoplasmacytic morphology, reminiscent to mature PC (20, 21).
Translocation t(14;16) involved the c-maf oncogene on chromosome 16, deregu-
lating the expression of the c-maf protein (22). C-maf is a transcription factor that
control the expression of genes like CCND2, integrin-β7, or CCR1 (23). Its
deregulation may lead to disturbances in the control of cell cycle, apoptosis, or
cell-cell interactions. The situation appeared more complex for the t(4;14). The
translocation deregulated two genes on chromosome 4: FGFR3, and a novel gene,
MMSET (Multiple Myeloma SET domain) (24). Whereas FGFR3 is translocated
on the der(14) and overexpressed, most of the MMSET exons remain on the
der(4), leading to its abnormal expression in PC bearing the translocation. Two
reports did show that FGFR3 was not always overexpressed in PC with the
t(4;14), focusing the major role on MMSET (25, 26). So far, the physiological
role of MMSET is not known. Because it contains a SET domain, this protein may
play a role in the control of chromatin conformation.
The analysis of these specific 14q32 translocations in large series of patients
showed that the respective incidence of each of the 3 translocations was different
than that observed in HMCL (17, 27, 27, 28). Whereas t(11;14) and t(4;14) were
found in 15%-20% of the patients each, t(14;16) was observed in less than 5% of
the patients. This probably reflects differences in the potentialities of these
translocations in generating cell lines in vitro. The analysis of MGUS also
revealed some differences, t(4;14) and t(14;16) occurring very rarely in these
individuals (18, 25). However, other authors found different results, with a simi-
lar t(4;14) incidence in MM and MGUS (29). Finally, these analyses showed that
about half of the 14q32 translocations observed in patients did involve other chro-
mosomal partners, probably not recurrent. Whether these latter 14q32 transloca-
tions are random and represent epiphenomenons is an unresolved question.

Chromosome 13 deletions

Chromosome 13 present frequent rearrangements in MM (about 50% of the
patients with an abnormal karyotype), all leading to the loss of genetic material.
Cytogenetic and comparative genomic hybridisation studies identified a minimal
common deleted region centred on the 13q14 region. (1-5, 30, 31). However, it is
important to keep in mind that about 90% of chromosome 13 abnormalities are
total monosomies (13, 30, 31). Whether partial interstitial deletions produce sim-
ilar biological significance is currently unknown. Nevertheless, analyses of large
cohorts of patients using interphase FISH showed that half of the patients present
a loss of this region, a similar incidence to that found with cytogenetics (11. 13,
17, 34). In contrast to 14q32 translocations, which are observed in the large
majority of the PC, chromosome 13 abnormalities may not be present in all the
PC. In our experience, positive cases present a median of 75% of PC presenting
the deletion, with a range varying from 20% to 100% (personal data August 2004
and (37). These results favour the hypothesis of a secondary genetic event.
However, other authors did not describe this variability (13). This discrepancy is
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actually not resolved, but is apparently not explained by differences in technical
methods.

Ploidy abnormalities

Besides these specific chromosomal abnormalities, more global chromosome
changes are observed, i.e., changes in the ploidy mode. Two subgroups can be
identified: one subgroup characterized by the gain of chromosomes (>48, usual-
ly 53 to 60 chromosomes), defining hyperdiploidy, and another subgroup pre-
senting less than 48 chromosomes, defining non-hyperdiploidy (pseudo- and
hypodiploidy). An extensive review of the cytogenetic literature revealed that
each of these subgroups represents half of the patients with an informative kary-
otype. Hyperdiploidy is characterized by the gain of non-random chromosomes,
especially odd chromosomes (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19, and 21). It is interesting to
note that hyperdiploidy is also frequently observed in another B-cell malignancy,
i.e., childhood acute lymphoblastic leukaemia (ALL), but that in ALL, extra-
chromosomes are essentially the even chromosomes. Why (and how) two B-cell
malignancies present gains of different non-random chromosomes? No hypothe-
sis is currently available to explain this bias in chromosome gains. Another char-
acteristics of hyperdiploid karyotypes is the low incidence of structural chromo-
somal abnormalities. In contrast, non-hyperdiploid karyotypes are characterized
by a high complexity and a frequent loss of chromosomes, especially chromo-
somes 13, 8, 14, and 16. Some of these non-hyperdiploid karyotypes present a
few tetraploid metaphases, corresponding to the duplication of the pseudo- or
hypodiploid clone.

Correlations between recurrent chromosomal abnormalities

As previously suggested, these recurrent chromosomal abnormalities are not ran-
domly distributed, but present tight links. The first recognized association was the
relationship between chromosome 13 loss and some 14q32 translocations. A
chromosome 13 abnormality is observed in 85% to 90% of patients presenting a
t(4;14) or a t(14;16), whereas present in 40% to 50% of other patients (15, 25,
34). A similar association has been demonstrated between chromosome 13 and
non-hyperdiploidy.5,26 Whereas monosomy 13 is observed in 30%-35% of the
patients with an hyperdiploid karyotype, it is present in about 85% of non-hyper-
diploid patients. Finally, correlation of 14q32 translocations with ploidy revealed
interesting findings. Most specific 14q32 rearrangements, i.e., t(11;14), t(14;16),
and albeit to a lesser degree, t(4;14), are observed in non-hyperdiploid karyotypes
(personal data, August 2004, and (28)). In contrast, other non-recurrent 14q32
translocations appear to be more frequent in hyperdiploid clones, strengthening
the random character of these abnormalities. Thus, MM patients can be divided
in two subgroups: one with mostly hyperdiploid karyotypes, with a low incidence
of chromosome 13 abnormalities and of recurrent 14q32 translocations, and
another group characterized by non-hyperdiploidy, a high incidence of deletions
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13 and of recurrent 14q32 translocations. These two groups may correspond to
different oncogenetic pathways.

Impact on clinical management

Cytogenetics has become the most important prognostic factor in several
haematopoietic tumours, especially in acute leukaemias. Several concordant data
support a similar impact in MM. The first implication of cytogenetics in survival
has been the evaluation of chromosome 13 abnormalities. Many reports have
demonstrated that patients presenting this factor displayed a shorter survival, inde-
pendently of the type of treatment (conventional of high doses) (11, 27, 33, 35, 36).
This pejorative impact seems to persist in the context of allogeneic bone marrow
transplantation (personal data and (37)). A matter of debate regards the technique
used for its identification, i.e., cytogenetics or FISH. It appears that chromosome 13
abnormalities are a more powerful predictor of poor outcome when identified on
karyotype (38). This finding probably reflects the sum of several pejorative prog-
nostic factors, such as chromosomal abnormalities, chromosome 13 loss, and high
proliferation. Nevertheless, chromosome 13 abnormalities predict a poor prognosis
even when identified by interphase FISH, which enables to detect much more pos-
itive patients (50% versus 15%) (27, 35, 39). More recently, the prognostic value of
14q32 translocations has been evaluated. Concordant data were obtained showing
the poor prognosis associated with t(4;14), even with high dose therapy (25, 27, 40,
41). However, it is important to keep in mind that most t(4;14)-positive patients also
present monosomy 13. Further large studies will be needed to evaluate the individ-
ual prognostic power of these two chromosomal abnormalities.
Other genetic lesions have been identified as predictors of longer survival. In con-
trast to previous cytogenetic studies, (42) t(11;14) has been shown to confer a bet-
ter prognosis, especially for patients treated with high dose chemotherapy (41).
However, numbers reported so far are quite small, and more extensive studies are
warranted to definitely assess its prognostic value. Hyperdiploidy has also been
associated with longer survival (5). However, this conclusion has been obtained
in patients presenting an abnormal karyotype (by definition), and should be con-
firmed by other series. Interestingly, recent reports have shown that patients with
trisomy 11 displayed a high expression of cyclin D1, with levels close to that
observed in the cases with t(11;14) (43, 44). Since chromosome 11 is one of the
most often gained chromosomes in hyperdiploidy, these data raise the question of
the prognostic role of cyclin D1 expression in hyperdiploid cases.

Concluding remarks

Recent progresses in the evaluation of genetics in MM lead to a better under-
standing of MM oncogenesis (45). The analysis of large series of patients enabled
to clarify the position of individual chromosomal abnormalities, defining two
types of MM. The first one is characterized by the gain of multiple specific chro-
mosomes, a low incidence of chromosome 13 abnormalities, and a low incidence
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of recurrent 14q32 translocations. This group would display quite long survivals,
possibly related to high cyclin D1 expression. The second type of MM is charac-
terized by the accumulation of multiple chromosomal breaks, pseudo- or
hypodiploidy, a high incidence of chromosome 13 losses, and a high incidence of
recurrent 14q32 translocations, especially t(11;14) and t(4;14). Interestingly, this
oncogenetic model fits quite well with data generated by expression microarray
experiments. Even though this novel genomic test has not yet been extensively
used in MM (essentially because of the need for PC purification), data analyses
according to cyclins D1 and D2 expression generated a very similar model (46).
One group is characterized by cyclin D1 overexpression (gathering t(11;14)- pos-
itive and hyperdiploid cases), and a second group is characterized by cyclin D2
overexpresion (gathering most other non-hyperdiploid cases, and especially
t(4;14)- and t(14;16)-positive patients). These two oncogenetic models are very
similar, and should allow a novel approach of MM. However, they both take into
account only a part of the genetic heterogeneity observed in MM, and thus neces-
sary reflect only a part of the biological diversity of the disease. Further large scale
analyses, including pan-genomic microarray studies are still warranted in order to
better understand the pathophysiology of MM.
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Neoangiogenesi e interazioni cellulari
nella progressione del mieloma multiplo

Angiogenesi midollare nei pazienti con mieloma e con MGUS

Abbiamo preso in considerazione le tipiche condizioni patologiche che rappre-
sentano fasi di progressione dei tumori plasmacellulari: la gammapatia monoclo-
nale di significato indeterminato (MGUS) ed il mieloma multiplo (MM). La pro-
gressione è infatti possibile con il passaggio dalla MGUS al MM o dal MM in
fase di remissione (parziale o completa; fase “plateau”) alla fase della recidiva o
alla fase leucemica. Abbiamo dimostrato strette correlazioni fra angiogenesi
midollare e progressione clinico-laboratoristica della malattia (1). Infatti, pazien-
ti con MM alla diagnosi, in recidiva o in fase leucemica (denominati “pazienti con
MM attivo”) presentano un’area microvascolare midollare circa 5 volte maggio-
re rispetto ai pazienti con MGUS o con MM in remissione (denominati “pazien-
ti con MM non attivo”), nei quali l’area microvascolare è invece molto ridotta e
simile a quella dei pazienti di controllo (pazienti con anemia sideropenica o
macrocitica).
Biopsie midollari dei pazienti con MM, con MGUS e dei pazienti di controllo
sono state studiate con tecniche immunoistochimiche tramite un anticorpo anti-
fattore VIII /von Willebrand, specifico per le cellule endoteliali. Questo studio ha
mostrato un’ampia rappresentazione dei neovasi nei pazienti con MM “attivo”
rispetto ai pazienti con MM “non attivo” o con MGUS. Nei pazienti di controllo
le biopsie sono risultate per lo più avascolari. L’intenza neoangiogenesi nei
pazienti con MM “attivo” è caratterizzata da vasi particolarmente sottili, tortuosi,
ramificati o da gettoni endoteliali solidi, privi di lume. Al contrario, nei pazienti
con MM “non attivo” o con MGUS sono presenti scarsi neovasi, che appaiono
rigidi, privi di arborizzazioni e di gettoni vascolari solidi.1 Uno studio tramite ana-
lisi di immagine computerizzata dei neovasi (2) ha dimostrato che nei pazienti
con MM “attivo” l’area microvascolare è pari a 0,50 ± 0,23 mm2 x 10-2. Nei
pazienti con MM “non attivo” e con MGUS è pari a 0,11 ± 0,02 mm2 x 10-2. Nei
pazienti di controllo è pari a 0,08 ± 0,01 mm2 x 10-2. Analoghe variazioni si otten-
gono tramite la valutazione dei perimetri dei neovasi.
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In conclusione, i nostri studi dimostrano che i pazienti con MM “attivo” sono
caratterizzati da una “fase vascolare”, e che i pazienti con MM “non attivo” e con
MGUS rappresentano invece una “fase avascolare” dei tumori plasmacellulari
(3). Analoghi risultati sono stati ottenuti da Rajkumar e Collaboratori in uno stu-
dio condotto su 400 pazienti con gammapatie monoclonali (4).

Cellule endoteliali microvascolari nei pazienti con mieloma

Cellule endoteliali estratte dal midollo di pazienti con MM sono state confronta-
te con cellule endoteliali di pazienti con MGUS e con cellule endoteliali norma-
li da cordone ombelicale (cellule HUVEC) (5). Tramite analisi al microscopio
elettronico, le cellule di MM evidenziavano una maggiore attivazione metabolica
rispetto alle cellule HUVEC, indicata da iperplasia del reticolo endoplasmatico
rugoso, del complesso di Golgi, e dalla presenza di numerosi mitocondri e di
strutture lisosomiali. All’analisi al FACS e/o in Western blot, le cellule di MM
esprimevano livelli di antigeni vascolari (Tie2/Tek, VEGFR-2, bFGFR-2, CD105-
endoglina e VE-caderina) 5-70 volte maggiori rispetto alle cellule di MGUS ed
alle cellule HUVEC. Mediante ELISA e zimografia SDS-PAGE sui mezzi condi-
zionati, abbiamo notato che le cellule endoteliali di MM producono quantità di
metalloproteinasi (MMP-2 e MMP-9) 4-40 volte più elevate rispetto alle cellule
HUVEC. Le cellule endoteliali di MM poste sul Matrigel formano rapidamente
(in 12-24 ore) un plesso capillare fitto con numerose giunzioni e ramificazioni,
mentre le cellule endoteliali di MGUS e le cellule HUVEC danno luogo ad un
plesso molto lasso e scarsamente ramificato. Le cellule di MM inducono un’in-
tensa risposta angiogenica in vivo (sistema della CAM), mentre le cellule
HUVEC inducono pochissimi vasi. Anche studi effettuati sul cDNA delle cellule
di MM hanno confermato un incremento della regolazione di geni angiogenici
(isoforme del VEGF e del bFGF, HGF, Tie2/Tek, TGF-β, chemochine Gro-α,
fibronectina-1, HIF-1α, ETS-1, ID3, ed osteopontina) rispetto alle cellule
HUVEC. Infine, le cellule endoteliali di MM, mostrano elevata espressione di
VEGF-A e del recettore specifico VEGFR-2 (mRNA e proteine) ed autofosfori-
lazione costitutiva sia del VEGFR-2 che della chinasi ERK-2 ad esso associata.
Tale autofosforilazione è meno evidente o assente nelle cellule endoteliali di
MGUS e nelle cellule HUVEC. Nel complesso questi dati sembrano indicare che
le cellule endoteliali di MM sono dotate di un fenotipo antigenico, funzionale e
genetico simile a quello di cellule endoteliali tumorali.5

Correlazioni fra angiogenesi e parametri clinico-laboratoristici

La velocità di crescita delle plasmacellule, valutata mediante “labeling index”,
risulta strettamente correlata con l’area microvascolare midollare (6). Inoltre, sus-
sistono strette correlazioni fra area microvascolare, massa plasmacellulare ed
anemizzazione, fra area microvascolare e prognosi, (6) nonché fra area microva-
scolare e marcatori delle plasmacellule, quali la concentrazione sierica e/o urina-
ria della componente M e la concentrazione plasmatica di IL-6 e di IL-1 β (1, 2).
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L’incremento dell’area microvascolare e delle cellule endoteliali, è correlato con
iperespressione plasmacellulare di molecole di adesione complementari per l’en-
dotelio. Tale fenomeno è responsabile di frequenti interazioni adesive fra pla-
smacellule e cellule endoteliali e del passaggio in circolo delle plasmacellule con
diffusione nel compartimento intra- ed extramidollare (7, 8).

Fattori angiogenici delle plasmacellule

I nostri dati indicano che le plasmacellule dei pazienti con MM “attivo” secerno-
no il fattore angiogenico FGF-2. Abbiamo utilizzato tecniche ELISA sui lisati
plasmacellulari e tecniche di inibizione dell’angiogenesi con anticorpi anti-FGF-
2 (2). Il VEGF rappresenta un altro fattore angiogenico di origine plasmacellula-
re dimostrato per la prima volta da Bellamy et al. (9). Oltre a stimolare l’angio-
genesi, tale fattore induce la produzione di IL-6 da parte delle cellule stromali
midollari. L’IL-6, a sua volta, rappresenta un potente fattore di crescita per le pla-
smacellule con meccanismo paracrino. Inoltre, FGF-2 e VEGF sono fattori di cre-
scita plasmacellulari con meccanismo autocrino (9). Oltre ad indurre angiogene-
si, il VEGF incrementa la permeabilità capillare, consentendo alla fibrina, un
potente fattore angiogenico, di passare negli spazi interstiziali. I neovasi dei
pazienti con MM “attivo” esprimono inoltre acquaporina-1, una glicoproteina in
grado anch’essa di aumentare la permeabilità dell’endotelio microvascolare (10).
Pertanto, VEGF ed acquaporina-1 inducono sinergicamente iperpermeabilità
capillare e quindi automantengono l’angiogenesi attraverso il passaggio della
fibrina negli spazi interstiziali. Altri fattori angiogenici secreti dalle plasmacellu-
le sono IL-6, HGF-SF ed IL-1 (11-13). Infine, le plasmacellule attivano le cellu-
le stromali midollari stimolandone il rilascio di numerosi fattori angiogenici, fra
i quali soprattutto TNF- α e GM-CSF (14-16).

Interazioni fra plasmacellule e neovasi tramite l’integrina ααvββ3

Linee cellulari di MM e plasmacellule midollari di pazienti sono state studiate
circa la capacità di interagire con i maggiori componenti della parete microva-
scolare, la vitronectina e la fibronectina.17 Sia le linee che le plasmacellule fre-
sche erano capaci di aderire alla vitronectina ed alla fibronectina. Tale adesione
era inibita in presenza dell’anticorpo monoclonale neutralizzante anti-integrina
αv β3. L’integrina causava la formazione di complessi fosforilati di adesione foca-
le e l’aggregazione di placche di adesione focale contenenti la subunità β3, le pro-
teine del citoscheletro vinculina, cortactina, e paxillina, le tirosino-chinasi FAK e
pp60src, la proteina Grb-2, e la tirosino-chinasi ERK-2 nella loro forma fosforila-
ta (attivata). Sia la vitronectina che la fibronectina, in presenza dell’integrina, sti-
molavano la proliferazione plasmacellulare, inducevano la produzione ed il rila-
scio dell’attivatore del plasminogeno UPA, ed incrementavano il rilascio delle
forme attivate delle metalloproteinasi MMP-2 ed MMP-9. Ciò può essere inter-
pretato come evidenza di un nuovo meccanismo di invasione e diffusione: angio-
genesi ed adesione delle plasmacellule alla parete del vaso provocano incremen-

172 DIAGNOSI E TERAPIA MOLECOLARE DELLE NEOPLASIE EMATOLOGICHE



to della capacità proliferativa e proteolitica delle plasmacellule, e quindi una
maggiore capacità diffusiva di tali cellule nelle sedi intra- ed extramidollari.

Infiltrato infiammatorio e angiogenesi

Il microambiente tumorale è in grado di svolgere una rilevante funzione di sup-
porto alla progressione neoplastica. L’infiltrato infiammatorio dello stroma tumo-
rale, rappresentato da macrofagi, fibroblasti, mastociti e linfociti, contribuisce
attivamente ad indurre la fase vascolare mediante la secrezione di numerosi fat-
tori angiogenici che agiscono in sinergismo con quelli secreti dalle cellule neo-
plastiche. Ad esempio, alcune chemochine e fattori angiogenici sono in grado di
indurre i mastociti a secernere TNF-α, IL-8, VEGF, istamina ed eparina (18).
Inoltre, i mastociti costituiscono la principale riserva di enzimi proteolitici, quali
triptasi e chimasi. I nostri dati hanno confermato l’elevato potere angiogenico dei
mastociti, mediato dal VEGF e dall’FGF-2 contenuti nei loro granuli secretori
(19). Infatti, abbiamo dimostrato che nei pazienti con MM sussistono strette cor-
relazioni fra estensione dell’area microvascolare, numero dei mastociti e produ-
zione di triptasi e di VEGF (19). Simili correlazioni sono state dimostrate nei
pazienti con linfoma non-Hodgkin (20, 21).

Angiogenesi e prognosi nel mieloma

I nostri studi evidenziano che il rischio di progressione da MGUS o da MM “non
attivo” a MM “attivo” aumenta quando il labeling index plasmacellulare e l’area
microvascolare sono contemporaneamente molto elevati.1 Inoltre, nell’ambito dei
pazienti con MM “attivo” che presentavano un’ampia area microvascolare ed ele-
vato labeling index è possibile individuare un ulteriore dato prognosticamente
negativo: tali pazienti rispondono in maniera rapida alla terapia (‘early respon-
ders’), ma altrettanto rapidamente vanno incontro alla recidiva. Viceversa, nei
pazienti con MM “attivo”, nei quali l’area microvascolare ed il labeling index
sono inferiori, la sopravvivenza mediana è maggiore (1). Uno studio di Rajkumar
et al. (22), condotto nella Mayo Clinic di Rochester, ha dimostrato che la soprav-
vivenza mediana dei pazienti con MM è inversamente correlata con la densità
microvascolare midollare e con il labeling index. Simili risultati sono stati otte-
nuti da Pruneri et al. (23).
Sono stati effettuati studi che evidenziano strette correlazioni tra densità micro-
vascolare in pazienti con MM al III stadio (Durie & Salmon) e chemioterapia
convenzionale o trapianto autologo di cellule staminali (24). Dopo chemiotera-
pia, la densità microvascolare era ridotta nei pazienti responsivi, mentre era inva-
riata o addirittura incrementata nei pazienti non responsivi. In presenza di ridot-
ta densità microvascolare, il periodo di sopravvivenza libero da malattia era
superiore rispetto ai pazienti nei quali non si verificava tale riduzione. Inoltre, la
riduzione della densità microvascolare correlava strettamente con la riduzione
dei livelli sierici delle principali citochine angiogeniche (FGF-2, VEGF, HGF-
SF) nei pazienti con MM in II-III stadio responsivi alla terapia citostatica. Le
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stesse citochine non si riducevano invece nei pazienti refrattari, ovvero in colo-
ro che mostravano progressione di malattia. È verosimile che la densità micro-
vascolare si riduca in conseguenza degli effetti citotossici che il trattamento cito-
statico determina sulle cellule endoteliali. In uno studio su pazienti con MM in
prima diagnosi, sottoposti a doppio autotrapianto e successiva terapia di mante-
nimento con IFN-α, la densità microvascolare era inversamente correlata alla
sopravvivenza libera da malattia ed alla sopravvivenza a lungo termine (25).

Conclusioni

Sono state ormai acquisite prove convincenti circa l’importanza dell’angiogenesi
midollare nel favorire la progressione del MM. È prevedibile che le ricerche dei
prossimi anni siano volte ad identificare le combinazioni più efficaci di agenti
antiangiogenici verso i fattori angiogenici principali, i protocolli ottimali di som-
ministrazione, gli agenti stabili con lunga emivita, in modo da ideare protocolli
terapeutici sempre più efficaci, nonchè combinazioni sequenziali di chemiotera-
pici con agenti antiangiogenici per il controllo della malattia minima residua.
L’obiettivo finale è quello di indurre la “fase avascolare” nei pazienti con MM e
di trasformare questa malattia in una MGUS che è compatibile con una vita nor-
male.
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Talidomide e i suoi analoghi
nella terapia del mieloma multiplo

Il mieloma multiplo (MM) è caratterizzato dalla proliferazione di plasmacellule
maligne. La malattia interessa prevalentemente la popolazione anziana e rappre-
senta l’1% di tutti i tumori umani. L’associazione Melphalan-Prednisone (MP) è
stato il trattamento standard degli ultimi 40 anni. Negli anni 90’, la terapia ad alte
dosi con supporto di cellule staminali ha comportato un significativo migliora-
mento terapeutico. Negli ultimi anni sono stati sviluppati alcuni nuovi farmaci
con importante attività anti-mieloma, fra questi: Talidomide, Revlimid e Velcade. 

Talidomide

La Talidomide è stata introdotta per la prima volta negli anni 50’. È un sedativo ed
è attivo contro la nausea e il vomito in gravidanza. Nel 1961 è stata ritirata dal
commercio per la sua attività teratogenica. Recentemente la Talidomide è stata stu-
diata in diverse neoplasie umane. I risultati incoraggianti sono stati ottenuti nei dis-
ordini plasmacellulari, nel sarcoma di Kaposi e in alcuni tumori solidi. Nel 1998,
l’FDA americano ha approvato la Talidomide per il trattamento dell’eritema nodo-
so nella lebbra. Nel 2003, le autorità australiane e neozelandesi hanno approvato la
Talidomide per il trattamento del MM. Numerosi sono i meccanismi d’azione della
Talidomide alcuni dei quali ancora non ben definiti. La Talidomide ha un effetto
sull’angiogenesi midollari. Il bFGF e il VEGF stimolano l’angiogenesi del midollo
osseo. La Talidomide inibisce l’angiogenesi indotta dal bFGF e VEGF (1). La
Talidomide agisce inibendo direttamente la proliferazione e la sopravvivenza delle
cellule mielomatose. Induce apoptosi e arresta la mitosi nella fase G1 del ciclo cel-
lulare (2). Il TNF-α stimola la secrezione díIL-6 da parte delle cellule stromali. La
Talidomide Ë in importante inibitore del TNF-α, e quindi della proliferazione indot-
ta dall’IL-6. La Talidomide è considerata un costimolatore dei linfociti T e aumen-
ta la proliferazione e la produzione di IL2 e IFN- γ da parte dei linfociti (3).
La Talidomide da sola induce risposte parziali (riduzione della Componente
Monoclonale > 50%) in circa il 30% dei pazienti affetti da MM refrattario (4). La
dose ottimale di Talidomide non è stata ancora definita. La maggior parte degli
autori somministra una dose di circa 200 mg/die. Sono stati utilizzate dose più
elevate, fino a 600-800 mg/die, con un importante aumento degli effetti collate-
rali (Tabella 1). 
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L’introduzione dell’associazione Talidomide e Desametasone (TD) rappresenta
un nuovo schema d’induzione particolarmente diffuso negli USA. L’associazione
TD ha indotto circa il 45% di risposte parziali in pazienti affetti da MM recidiva-
to o refrattario (5, 6). L’associazione TD induce una risposta rapida con tempo
mediano di risposta di circa 1-3 mesi (Tabella 2). Alla diagnosi, l’associazione
TD induce risposta parziale in circa il 60% dei casi e circa il 10% di remissioni
complete (7). Ad oggi nessuno studio ha definito con precisione la durata della
remissione indotta da questo trattamento. È stato accertato che l’associazione TD
non preclude una futura raccolta di cellule staminali periferiche. I principali effet-
ti collaterali sono legati all’assunzione di cortisone, ed in particolare all’associa-
zione con Talidomide che nei pazienti alla diagnosi induce un’incidenza rilevan-
te di trombosi venose profonde e un discreto numero di neuropatie. La neuropa-
tia è dose relata, ed è funzione della durata del trattamento con Talidomide.
L’associazione TD è stata anche usata come terapia di consolidamento in pazien-
ti in remissione parziale dopo trapianto autologo. In quest’esperienza, un’ulterio-
re riduzione della proteina monoclonale è stata osservata in oltre il 50% dei
pazienti che a seguito del trapianto avevano già ottenuto un’importante citoridu-
zione (8). 
In un recente studio, l’aggiunta della Talidomide ad uno schema poli-chemiote-
rapico convenzionale ha indotto un raddoppio della percentuale di risposta par-
ziali da 18% al 36% (9). Nel paziente recidivato l’associazione Talidomide - che-
mioterapia induce risposte parziali in circa il 60% dei pazienti (Tabella 3). Non è
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Tabella 2 - Talidomide- Desametasone per il mieloma refrattario o recidivato

Autore Dose Talidomide Risposta >50% EFS

Anagnostopoulos 200-800 mg 57% 50%@ 10 mesi
Dimopoulos 400 mg 55% 50% @10 mesi
Palumbo 100 mg 52% 50% @ 12 mesi

Tabella 3 - Talidomide-Chemioterapia per il mieloma refrattario o recidivato.

Autore Regime Risposta >50% PFS
Moheler Tal-CY- VP16-Dex 68% 50% @ 16 mesi
Gonzales-Porras Tal-CY-Dex 53% 51% @ 1 anno
Kropff Hyper CTD 72% 50% @ 11 mesi
Dimopoulos Pulsed CTD 67% 50% @ 12 mesi
Lee DT-PACE 32% ND

Tabella 1 - Talidomide da sola per il mieloma refrattario o recidivato.

Autore Dose Talidomide Risposta >50% EFS

Barlogie 200-800 mg 30% 20% @ 2 anni 
Grosbois Max 800 mg 15% 50% @ 1 anno
Prince Mediana 600 mg 28% 50% @ 5.5 mesi
Neben Max 400 mg 20% 45% @1 anno
Yakoub-Agha Mediana 400 mg 48% 50% @ 1 anno
Mileshkin Max 800 mg 28% 50% @ 6 mesi



chiaro al momento se l’associazione Talidomide - chemioterapia rappresenti un
reale vantaggio rispetto all’associazione TD. 
Molto interessanti sono i primi risultati ottenuti sull’associazione Talidomide -
chemioterapia come terapia d’induzione alla diagnosi. Queste associazioni hanno
consentito di raggiungere risposte cliniche mai osservate in precedenza con le
terapie convenzionali. In particolare, le associazioni Talidomide-Melphalan
(TM), Melphalan-Prednisone-Talidomide (MPT) (10), Talidomide-Adriamicina-
Desametasone (TAD), Ciclofosmamide-Talidomide-Desametasone (CTD) hanno
evidenziato una probabilità di risposta parziale intorno all’80% e un’incidenza di
risposte complete intorno al 10-30%. Se questo netto incremento di risposte si
tradurrà in un significativo prolungamento della durata di remissione e della
sopravvivenza è in corso di valutazione. Queste associazioni hanno anche evi-
denziato l’insorgenza di nuove tossicità, in particolare un importante incidenza di
trombosi venosa profondo che richiede profilassi eparinica e che, per motivi
ancora non chiari, risulta essere più frequente nei pazienti alla diagnosi rispetto a
quelli in recidiva. La neuropatia è il secondo grande effetto collaterale indotto
dalla Talidomide. La Talidomide non presenta tossicità ematologica di rilievo. 
Fondamentale è ricordare la teratogenecità della Talidomide ed il rischio che ne
deriva dall’assunzione di questo farmaco da parte di donne fertili. La dimostra-
zione che la concentrazione di Talidomide nello sperma umano è identica a quel-
la che si riscontra nel siero umano, potrebbe indicare che anche l’uomo può
indurre malformazioni fetali. 

Revlimid

Analogo della Talidomide (11), ha un importante vantaggio che è rappresentato
dall’assenza di teratogenecità e sporadica neurotossicità. Al contrario della
Talidomide presenta tossicità ematologica. L’attività in vitro del Revlimid è stata
dimostrata su diverse linee cellulari di mieloma umano: Il Revlimid inibisce la
proliferazione cellulare e l’incorporazione di Timidina marcata. L’aggiunta di
Desametasone ha ulteriormente incrementato l’attività antiproliferativa del
Revlimid in vitro. Nei primi studi in vivo il Revlimid da solo ha indotto una rispo-
sta parziale in circa il 20% dei pazienti. La dose media somministrata è stata di
circa 25 mg/die e il principale fattore limitante è stato la mielo-soppressione. Il
Revlimid ha indotto una risposta parziale in circa il 30% dei pazienti affetti da
MM in fase avanzata. Diversi studi clinici hanno evidenziato un miglioramento
della risposta clinica associando Cortisonici al Revlimid. Numerosi trials sono in
corso per valutare l’efficacia clinica di questo farmaco in combinazione con
Cortisonici e/o Chemioterapici.

Actimid

Lo sviluppo di numerosi derivati della Talidomide con importante attività immu-
nomodulatoria ha portato alla sintesi e all’identificazione di un nuovo derivato: il
CC-4047, Actimid. In uno studio di fase I, l’attività dell’Actimid è stata valutata
in pazienti affetti da MM recidivato o refrattario. La mono-somministrazione di
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Actimid ha determinato una risposta parziale in circa il 50% dei pazienti e un sor-
prendente 17% di remissioni complete. I principali effetti collaterali sono stati
lievi: eruzione cutanea, neuropatia, costipazione, diarrea e nausea. La neutrope-
nia è risultata essere il principale dose-limiting factor. La somministrazione in
vivo di Actimid ha indotto un incremento dei livelli serici del recettore del IL-2 e
dei livelli serici IL-12. Questi risultati indicano un’attivazione in vivo di linfociti
T, monociti e macrofaci (12). 
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