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RIASSUNTO

Introduzione. La diagnosi di linfoma non Hodgkin B della zonarginale si basa
su criteri  morfologici e sulla sostanziale negadivi per marcatori
immunoistochimici espressi in altri sottotipi dafioma B. L’ obiettivo di questo
lavoro e stato, quindi, quello di ricercare una ecola specifica associata ai
linfomi della zona marginale.

Materiali e Metodi. Sono stati esaminati 2.104 linfomi periferici dntita
nosologia eterogenea mediante un anticorpo monaleprdiretto contro la
molecola IRTA1L, che riconosce la zona marginaleessuti linfoidi umani.
Risultati. Si e riscontrata espressione di IRTAL nel 93%liddéomi della zona
marginale ad insorgenza extranodale e nel 74% diliqorimitivi linfonodali
suggerendo la possibilita che questi linfomi possamiginare dalle cellule
perifollicolari 0 monocitoidi IRTAL1l+ riscontrabilinei linfonodi reattivi. La
valutazione immunoistochimica mediante doppia @mmne (IRTAl/bcl6), ha
inoltre dimostrato come vi sia una modulazione fgmca nelle cellule marginali
neoplastiche nel momento in cui esse colonizzadicoli linfoidi e durante la
loro circolazione nei centri germinativi. Le ce#umarginali neoplastiche che
differenziano in senso plasmacellulare perdongpressione di IRTAL
Discussione. In conclusione, tali evidenze hanno permesso rdpliare la
conoscenza sulla biologia dei linfomi marginalicttslineano come IRTAL sia il

primo marcatore diagnostico positivo per questelasie.



INTRODUZIONE

LINFOMI DELLA ZONA MARGINALE

I linfomi della zona marginale sono un gruppo egereo di neoplasie di
derivazione dai linfociti B periferici le quali, sendo i criteri stabiliti dall’
organizzazione mondiale della sanita riguardo idurdei tessuti emopoietici e
linfoidi, vengono suddivisi in tre principali catge; il linfoma marginale
primitivo nodale, la forma ad insorgenza spleniah ik linfoma marginale

derivante dal tessuto linfatico associato alle nseq@d MALT).

Linfoma Marginale Nodale

I linfomi marginali primitivi nodali rappresentanid 1,5-1,8% delle neoplasia
linfoidi; I'eta media di insorgenza e di circa 60n& (ma possono insorgere anche
nei bambini), non vi € predilezione di sesso e pogsassociarsi ad infezione da
epatite C.

Usualmente la presentazione clinica € data da @déeo localizzate o
generalizzate asintomatiche in assenza di documaelttealizzazione nodale da
parte di un linfoma MALT evenienza, quest’ ultinie puo occorrere in circa
1/3 dei casi soprattutto in pazienti affetti daitiite di Hashimoto o da sindrome
di Sjogren.

Sotto il profilo morfologico il linfoma marginale odale pud presentare
architettura nodulare, con elementi neoplastici @h@ndano follicoli reattivi, 0

si caratterizza per un pattern di crescita intédaollare. Vi sono, tuttavia, casi in



I'organizzazione della componente neoplastica appéfusa per colonizzazione
dei follicoli la cui normale componente centrobiestcentrocitica appare
morfologicamente poco evidente.

La cellularita risulta costituita da elementi digdle dimensioni con nucleo inciso
ed ampio citoplasma chiaro (elementi monocitoidip@ali si associano sparse
grandi cellule trasformate e plasmacellule matQeeste ultime, possono essere
guantitativamente eterogenee, da sparse a prevaenferendo un grado

variabile di differenziazione in senso plasmacalieil.

Linfoma della Zona Marginale ad insorgenza extranodal e tipo MALT.

Rappresentano il 7-8% dei linfomi B ed oltre il 5@8 linfomi primitivi gastrici.
L’ etd media di insorgenza e attorno a 60 annil@e predilezione per il sesso
femminile. Molti casi di linfoma MALT insorgono irpazienti con storia di
disordini inflammatori cronici ad esempio infeziontroniche, processi
autoimmuni, i quali determinano accumulo di tesslitdoide organizzato
(cosiddetto tessuto MALT acquisito) il quale forrhasubstrato sul quale puo
insorgere il linfoma.

Esempi di microorganismi che possono determinaceraalo di tessuto linfoide
sono I' Helicobacter pylorii a livello gastrico, @lamydia psittaci negli annessi
oculari e la Borrelia burgorferi in sede cutanelaliffoma MALT insorge
prevalentemente nel tratto gastroenterico con |@adne dello stomaco; altre
sedi sono le ghiandole salivari, il polmone, laioaeg testa-collo, gli annessi
oculari e la cute. La maggior parte dei paziengiresenta in stadio I/Il mentre una
bassa percentuale mostra localizzazione osteorardol(2-20%); la maggior
frequenza di coinvolgimento midollare si osservalmgomi che originano nel

5



polmone e negli annessi oculari. Possono esserlipteulocalizzazioni sincrone
exrtranodali mentre piu raro risulta il coinvolgime nodale plurifocale.
Morfologicamente gli elementi neoplastici presentaarattere infiltrativo attorno
a follicoli secondari preservati formando ampi a&ggti. Le cellule sono di
piccole e medie dimensioni con nucleo lievementegolare a cromatina
moderatamente dispersa, nucleoli incospicui ed armapoplasma chiaro. Aspetti
differenziativi in senso plasmacellulare sono pnésen circa 1/3 dei linfomi
MALT gastrici, € frequente nella cute ed e’ unaati@ristica quasi costante nei
linfomi a sede tiroidea. In alcuni casi si possasseociare sparse cellule di grandi
dimensioni a fisonomia simil centroblastica-immulasitica. Nei tessuti a
rivestimento ghiandolare, si osserva aggressioritepliielio da parte della
popolazione neoplastica (c.d. lesioni linfo-ep#k)i il quale appare distorto o
sostituito e spesso si osserva colonizzazione astiph dei centri germinativi.

Nel linfonodo il linfoma MALT invade la zona margile con conseguente
espansione delle aree interfollicolari; si possassociare aggregati di elementi B
monocitoidi in sede parafollicolare e perisinustddae pud osservarsi
colonizzazione dei follicoli; citologicamente lallcdarita risulta eterogenea e

possono osservasi aspetti di differenziazione mse@lasmacellulare.

Linfoma della Zona Marginale Splenica.

E’ un disordine linfoproliferativo relativamentaro (2% circa delle neoplasie
linfoidi), I'eta media di insorgenza e attorno a &fhi e non vi & predilezione di
sesso. Sotto I' aspetto clinico si osserva splematree talora accompagnata da
piastrinopenia autoimmune o anemia e variabilegomas di linfociti villosi nel

sangue periferico. Il coinvolgimento midollare éduente mentre linfoadenopatie
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ed infiltrazione nodale si osserva raramente. Ci¥8adei pazienti presentano una
piccola componente monoclonale sierica ma margagaviscosita ematica ed
ipergammaglobulinemia risultano rare. Nell’ Eurogal sud si e riscontrata
associazione tra infezione da HCV e sviluppo dgbia marginale splenico.
Morfologicamente la polpa bianca risulta costitwigauna zona centrale di piccole
cellule che circonda, o piu frequentemente sostituii centri germinativi; Si
osserva marcata infiltrazione neoplastica dellp@abssa in sede intrasinusale.
La cellularita € rappresentata da elementi di pecaimensioni ma possono

associarsi grandi cellule a fisionomia blasticaigciti epitelioidi nel contesto

degli aggregati neoplastici.



IRTA1

IRTAL (immunoglobulin superfamily receptor transition associated 1)
appartiene ad una famiglia di 5 geni (IRTA1-IRTA&)sti sul cromosoma 1g21.
Anomalie cromosomiche a livello di 1g21-23 sonordicontro relativamente
frequente nei linfomi non Hodgkin B e nel mielomailtiplo. Tra i diversi
sottotipi di linfoma non Hodgkin, traslocazioni amosomiche a carico della
regione 1g21-23 sono state riportate nel 17% aorni centro follicolari, nel
20% delle forme diffuse a grandi cellule, nel 39%i dinfomi della zona
marginale e in percentuale variabile da 27% a 38%imfomi di Burkitt. Analisi
di ibridazione genomica comparativa (CGH) hannodewkiato come il
cromosoma 1g21-23 sia un sito ad elevata amplibogznel 10% dei linfomi
diffusi a grandi cellule. L' elevata frequenza dnoanalie strutturali del
cromosoma 1g21 osservate nei linfomi B, pertantotapa supporre che questo
locus genetico possa avere un ruolo nella patogdngaeste malattfe

Dal punto di vista strutturale le molecole dellafglia IRTA appartengono alla
superfamiglia delle immunoglobuline. Vengono dé&nmolecole appartenenti
alla superfamiglia delle immunoglobuline proteieeettoriali comprendenti, nella
loro struttura uno o piu domini immunoglobulinigidominio immunoglobulinico
e’ una sequenza ripiegata di circa 100 amminoakcidui estremi risultano
stabilizzati da un ponte disolfuro; la strutturat@le dominio risulta costituita da
due foglietti beta ciascuno, dei quali formato da @ cinque filamenti beta di
circa 5-10 amminoacidi ad andamento antiparalletiomini immunoglobulinici
vengono distinti, in domini IgV (cinque nastri betdgC (tre nastri beta) a
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seconda del grado di omologia alla regione vamabilcostante degli anticorpi;
esiste un terzo tipo di dominio (C2 o H) (tre nabketa) il quale presenta
omologia strutturale sia con le regioni C che coallg V delle immunoglobuline.
La superfamiglia dei recettori delle immunoglobalirisulta costituita da
centinaia di molecole le quali giocano un ruolotcae nella trasmissione del
segnale durante la risposta immunitaria ma risal@mche coinvolte in numerosi
processi non immunologiti IRTA1, molecola appartenente al sottotipo 1gC
(FcRHY"* della superfamiglia delle immunoglobuline, & umatgina del peso di
55,7 Kd e della lunghezza di 515 amminoacidi caraitata da quattro domini
extracellulari omologhi ai recettori della fraziooestante delle immunoglobuline
con tre siti di glicosilazione, un dominio trans mi@ana ed una porzione
citoplasmatica.

La porzione trans membrana presenta capacita dulaedin senso positivo o
negativo la trasduzione del segnale mediante filestavne di residui tirosinici
della proteina; cid comporta sia la formazioneitilids attacco per altre molecole
implicate nell’ amplificazione del segnale di aétvone cellulare (motivi ITAM),
sia la formazione di siti di attacco per molecaleadtivita tirosin fosfatasica con
conseguente attivita’ inibitoria nei confronti dffdrenti molecole coinvolte nella
trasduzione del segnale (motivi ITIM). Dal momentbe tali motivi sono
implicati nella trasduzione del segnale nell' ambitella risposta immunitaria
umorale, nella comunicazione intercellulare e nellgrazione cellulare si pensa
che IRTA1 possa avere un ruolo in tali procé8si.

I geni della famiglia IRTA sono espressi in zonpdgraficamente distinte delle

aree B dipendenti.



IRTA2 ed IRTAS si rilevano nella zona chiara dehtte germinativo, nei linfociti

B intraepiteliali ed in quelli interfollicolari; ¢@resente debole espressione nella
zona mantellare la quale presenta espressioneléidrRed IRTAS.

IRTAL é espresso al di fuori dei follicoli, nelleee marginali, nei linfociti B
intraepiteliali ed in una popolazione B memorigefeénti B monocitoidi) che si
riscontra nei linfonodi in corso di alcuni processiettivi (ad esempio nella
linfoadenite da Toxoplasma o in corso di infezicdee HIV), mentre non si

osserva espressione della molecola nella zona naegplenica: °
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MATERIALI E METODI

Selezione casi.

In questo lavoro sono stati testati 2.104 campiigsati in formalina di linfomi di
derivazione dai linfociti B periferici conservatigsso I’ archivio dell’ istituto di
Emolinfopatologia dell’ Universita di Bologna raggentativi della maggior parte
delle entita nosologiche riportate nella piu reeenlassificazione curata dall’
organizzazione mondiale della sanita sulle neopldsigli organi linfoidi e dei
tessuti emopoietici. (Tab. 1). E’ stata effettuadbutazione immunoistochimica su
sezioni complete, mediante mediante utilizzo diamicorpo monoclonale di
topo anti IRTAL sviluppato presso I istituto di Btologia dell’ Universita di
Perugia, il quale riconosce una proteina del pesteeolare di 70-75 Kd. Tale
anticorpo risulta espresso negli elementi margirsalb epiteliali del tessuto
linfoide associato alle mucose e degli elementi @atitoid?. | campioni sono
stati consensualmente valutati con singola o dopméorazione mediante
anticorpi diretti contro i seguenti antigeni: CD20D79a, CD3, CD5, CD21,
BCL2, IgD, MIB-1 (Dako A/S Glostrup, Denmark), CD®28lenarini Diagnostics,
Workingham, UK), BCL1/ciclina D1 (Thermo ScientifiEreemont, CA, USA),
PAX5, (Transduction Laboratories, San Diego, CA,AYSCD138 (Serotec,
Kidlington, UK), MUM1/IRF4 (anti multiple myeloma rncogene 1/Interferon
Regulatory Factor 4) e BCL6 (sviluppati pressostituto di Ematologia dell’

universita di Perugid} =
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| mmunoi stochimica.

Dagli inclusi in paraffina sono state tagliate saezidello spessore di 34am le
guali sono state sottoposte a smascheramento m@ictgmediante tre cicli di 5
minuti ciascuno a 750W in 1 mM di tampone EDTA a8pHLa maggior parte
delle sezioni sono state sviluppate mediante fasfammunoalcalina (APAAP
mentre una quota minore mediante perossidasi (Erowi Dako A/S, Glostrup
Denmark) seguendo il protocollo fornito dalla cpsaduttrice.

Sono stati considerati positivi i casi nei qualnaho il 30% della popolazione
neoplastica presentava espressione dell’ anttene

E’ stata effettuata doppia colorazione per IRTARGE 6 mediante una procedura
sequenziale. Si e dapprima provveduto a smaschataraatigenico ponendo le
sezioni paraffinate in tampone tris(idrossimetiljaon metano/EDTA e
riscaldandole in pentola a pressione all’ intermam formo a microonde per 3
minuti a 900W dal raggiungimento della pressionestito quindi applicato I
anticorpo anti BCL6 sviluppato mediante tecnica Bmh e successivamente la
molecola anti IRTAL rivelata con procedura APAAR vetrini, infine, sono stati
contrastati per 20 secondi in ematossilina di @illmontati con gelatina

glicerolata.

Ibridazione in Stu a Fluorescenza.

Due casi selezionati sono stati investigati mediaitiridazione in situ a
fluorescenza con sonda BCL2 break apart per lataabne della traslocazione

t(8;14) (Vysis LSI, Abbott, Abbot Park, IL USA) @i sonde centromeriche per
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trisomia dei cromosomi 3 e 18 (CEP3-D3Z1, cepl18A11&\bbott, Abbott Park,
IL USA) utilizzando il protocollo segnalato neliaée guidad® *°
Il valore soglia diagnostico e stato calcolato colmemedia di cellule false

positive piu 3 deviazioni standard valutata su athgioni tissutali di linfonodi

reattivi.

13



RISULTATI

Espressione di IRTAL nei linfomi della zona marginale

Linfoma della zona marginale ad insorgenza extranodal e.

Dal momento che IRTAL risulta selettivamente esmwesel tessuto linfoide
associato alle mucose innato ed acquisito e’ stalatata I' espressione della
molecola in 329 linfomi della zona marginale adomggnza extranodale tipo
MALT a livello cutaneo (69 casi), dei tessuti m@ll4 casi), dei seni paranasali (1
caso), del rinofaringe (7 casi), del cavo orale#8i), della laringe (1 caso), del
polmone (24 casi), della pleura (3 casi), delleagtple salivari maggiori (25
casi), dell' esofago (1 caso), dello stomaco (96i)cdel piccolo intestino (11
casi), del colon (7 casi), del retto (2 casi), figlato (9 casi), della colecisti (1
caso), del rene (3 casi), della vescia urinariaado), dell’ utero (5 casi) del timo
(1 caso) e della tiroide. Si e’ osservata espoassdi IRTAL in 307/329 casi
(93%) con positivita prevalentemente localizzativello di membrana con ed
intensita variabile. Gli elementi neoplastici a miag intensita di RITAL risultano
quelli che presentano aspetti di aggressione ndraati dell’ epitelio formando
lesioni linfo-epiteliali, mentre gli elemnti a digtza presentano espressione debole
0, talora, assente. Gli elementi IRTA1+ sono dcpie e medie dimensioni ed in
alcuni casi tendono a formare lesioni linfo-epéklisottoforma di aggregati

neoplastici (figura 1 A-F).
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Linfoma della zona marginale ad insorgenza nodale.

In considerazione del fatto che IRTAL risulta espeein un sottogruppo di
linfociti situati accanto alle cellule del mantell® negli elementi linfoidi B
monocitoidi, entrambi ritenuti come possibili cédlidalla quali deriva il linfoma
della zona marginale nodale e’ stata valutatapressione di IRTAL in 210 casi
diagnostici per questa patologia, con un risultpgsitivo in 154/210 casi
(73%).Come osservato nei linfomi marginali ad igemza extranodale, I
intensita di espressione della molecola e’ risaltatriabile da debole a forte.
Inoltre, si e’ riscontrata cross reattivitd concldlule endoteliali e con le cellule
sinusali costituendo, quindi, un controllo intenpositivo nella valutazione dell’
immunoreattivita.

Le cellule IRTAL1l positive frequentemente circondandollicoli reattivi e si
espandono nelle aree interfollicolari. Citologicantee tali cellule appaiono di
piccole dimensioni, a nucleo clivato, di aspettaibcentrocitico o di media taglia
con citoplasma chiaro (aspetto monocitoide). Nehtesto della popolazione
neoplastica si possono osservarsi alcuni elemengrahde taglia IRTAL1 che
coesprimono CD30 prevalentemente nelle aree iliediari. In alcuni casi di
linfoma marginale a spiccata differenziazione plasetiulare si osserva perdita di
espressione di IRTAL quando esse acquisiscono tiologia ed il fenotipo della
plasmacellula. La figura 2 mostra un caso nel qtalicoli reattivi risultano
separati da espansione neoplastica delle areefoifitedari che risultano
otticamente chiare (A) le quali risultano IRTAl1+ )(Bcon positivta
prevalentemente di membrana (C). Un’ altro casocawatteristiche architetturali
analoghe (D) mostra come la cellularita neoplastmati costituita da elementi di

piccole e medie con nucleo prevalentemente rotagidete a cromatina
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relativamente densa ed ampio citoplasma chiaron@xé@ monocitoidi) (E) i quali
risultano IRTAL1+ (F).

Inoltre, in casi nei quali si osserva marcata d#fiziazione in senso
plasmacellulare, gli elementi neoplastici perdonespressione del recettore nel
momento in cui acquisiscono la morfologica plasrncei

La figura 3 mostra un caso di linfoma marginale &#fedenziazione
plasmacellulare (A) nel quale si evidenzia una pempone neoplastica IRTAL+
con quota plasmacellulare IRTA1- (B) monotipica feercatena leggera kappa
delle immunoglobuline (C, D).

Solo in 2/9 linfomi marginali nodali con patteripd splenicé® si e’ osservata
debole espressione di IRTAL in una percentualeiorea 30% della popolazione

neoplastica.

Linfoma della zona mar ginale ad insorgenza splenica.

Un quadro simile a quanto osservato nei linfomigmeaali nodali con pattern tipo
splenico si e’ osservato in 5/21 linfomi della zonarginale primitivi splenici nei

guali le cellule atipiche IRTAL1+ (inferiori a 30%sultano di medie dimensioni e
presentano caratteristiche morfologiche sovrapplorabe cellule linfoma tose

IRTAL negative e risultano localizzate nella potpasa attorno ai corpuscoli di

Malpighi.

16



IRTA1L e colonizzazione follicolare nei linfomi della zona marginale.

| follicoli B reattivi sono una componente d acgeagnamento nel linfoma
marginale sia nelle forme nodali che in quelle adorgenza extranodale e
frequentemente risultano sostituiti (parzialmentsompletamente) da parte delle
cellule neoplastiche definendo il pattern di criesaioto come colonizzazione dei
follicoli *°.

Dal momento che IRTAL risulta selettivamente eswratalle cellule del linfoma
marginale e’ stata condotta una valutazione immnsatoohimica di tale molecola
in associazione ad altri marcatori quali CD10, BCURF4 e le catene
immunoglobuliniche al fine di studiare I' interan® delle cellule neoplastiche
con gli elementi del follicolo reattivo. Si son@contrati tre principali pattern di
crescita nel linfoma marginale nodale.

Il primo risulta caratterizzato da follicoli B i gli contengono elementi CD10+,
BCL6+, IRTALl-, con regolare struttura dei reticatii cellule follicolari
dendritiche CD21+, circondati da elementi IRTAlfnfigurando la variante
senza colonizzazione dei follicoli (o con follicahinimamente colonizzati) del
linfoma marginale nodale (figura 4A).

Un secondo pattern di crescita evidenzia follioaattivi colonizzati da una
percentuale variabile (da moderata ad elevataledienti IRTal+ (figura 4B); in
tali casi nel contesto dei follicoli si evidenzimauricca componente linfoide
BCL6+ quantitativamente maggiore rispetto allewdeliCD10+ (figura 4B e 4C);
tali elementi non presentano le caratteristichefohmgiche proprie delle cellule
centroblastiche-centrocitiche, bensi appaiono mo#imili agli elementi
monocitoidi IRTA1+ che si rinvengono nelle areeenfllicolari. La doppia
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colorazione immunoistochimica effettuata su due dasinfoma marginale con
colonizzazione dei follicoli evidenzia, infatti, zgale coespressione di BCL6 ed
IRTA1L all’ interno dei follicoli (figura 4E). A difierenza di quanto evidenziato nel
primo pattern di crescita in questi casi si osse@@strutturazione dei reticoli di
cellule follicolari dendritiche CD21+ nel contedei follicoli colonizzati (figura
4D). Quanto osservato fa supporre che gli elemedplastici che colonizzano i
follicoli presentino progressiva perdita di espr@se di IRTAL e parziale
acquisizione del fenotipo proprio della cellula degntro germinativo con
espressione di BCL6 ma non di CD10 (figura 4F).uNe@riore dimostrazione di
quanto descritto i due casi studiati mediante doppcolorazione
immunoistochimica sono stati sottoposti a ricereladtraslocazione t(14;18) e
della presenza di trisomie del cromosoma 3 coritaisa negativo confermando la
diagnosi di linfoma della zona marginale nodale.

Il terzo pattern osservato appare rappresentatoetlale neoplastiche IRTALl+
che circondano follicoli B costituiti prevalententerda elementi IRTA1- i quali
presentano differenziazione plasmacellulare cotrizeme per una delle catene
leggere delle immunoglobuline (figura 5) e corrisge alla colonizzazione dei
follicoli tipo Il decritta da Isaacson e Nort§tAncche in tali casi si osserva

marcata destrutturazione dei reticoli di celluldidolari dendritiche CD21+.
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Espressione di IRTAL in linfomi B periferici non marginali.

Per dimostrare |’ effettiva selettivita di espres& di IRTAL nei linfomi della
zona marginale (ad eccezione della forma ad insaeysplenica primitiva) sono
stati studiati 1.514 linfomi di derivazione daiftiiti B periferici non marginali i
quali, con poche eccezioni, sono risultati negdfiab 1).

2/325 casi di CLL/linfoma a piccoli linfociti, 4/12casi di linfoma a cellule del
mantello e 43/320 casi di linfoma centro follic@afprevalentemente di grado
[1IB) hanno mostrato parziale espressione di IRTAd sempre quantitativamente
inferiore al valore soglia definito del 30%.

Nei primi due tumori le cellule IRTA1l positive c@pondono ad elementi
linfomatosi che infiltrano la zona marginale deilitmli residui, mentre nei
linfomi centro follicolari si osserva una piccolana di cellule IRTA1+ attorno ai
follicoli neoplastici reminiscenti di una minimaiffdrenziazione in senso
marginale del clone linfomatoso.

69/256 casi di linfoma B diffuso agdi cellule (27%) presentano espressione di
IRTAL senza significativa differenza le forme ad insorgenza nodale e quelle
extranodali.

| casi IRTA1+ di linfoma diffuso a grandi cellulegsentano un pattern di crescita
interfollicolare simile a quanto osservato nei d¢imfa marginali nodali ed
extranodali ed inoltre, in questi casi si osseraziale espressione di CD30
analogamente a quanto descritto nelle sparse gieildile nel contesto della

componente indolente del linfoma marginale (figbiya
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DISCUSSIONE

In questo lavoro condotto su 2,104 casi linfomaddrivazione dai linfociti
periferici si € dimostrato come, nell ambito dénfémi a piccole cellule,
I'espressione del recettore IRTAL risulti sostalmente ristretta nei linfomi della
zona marginale nodale ed extranodale mentre irinimarginali ad insorgenza
splenica risultano sostanzialmente IRTAL negativi.

Queste osservazioni implicano diverse considerazioell ambito della
diagnostica e della biologia di queste entita mugiche.

L’ elevata frequenza di espressione di IRTAL n&fioimi della zona marginale ad
insorgenza extranodale risulta in accordo condeogazione che questa molecola
risulta espressa nel tessuto linfoide associatomalicos® che si reputa essere la
controparte normale di questo tipo di linfoma. Gaynisce una validazione
dell'ipotesi formulata da Isaacson nel 1983 rigoalal correlazione tra il tessuto
linfoide associato alle mucose ed il linfoma B asdma grado del tratto
gastrointestinafé concetto successivamente esteso anche a linfobgissio grado
che insorgono altri orgaitianche in siti anatomici inusuali quali il réneil

26.27 5 |a colecist®.

timo
E’ interessante notare, inoltre, come le cellulept@stiche IRTAL1+ presentino le
medesime caratteristiche topografiche del tessafoide associato alle mucose,
ovvero marcata tendenza al tropismo epitelialaiiti gli organi studiati (foveole
gastriche, corpuscoli di Hassal nel timo, ecc).

La ragione per la quale I' intensita di espressipae IRTAL risulti nettamente

maggiore negli elementi neoplastici posti in pros&s degli epiteli rispetto a
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quelli a distanza non € al momento nota. Una pibssiipiegazione speculativa
potrebbe essere che I' espressione di IRTAL rapptesin marcatore di zona
piuttosto che di linea cellulare e che le celluleoplastiche acquisiscano la
molecola una volta che entrano nella zona margir@iessta ipotesi risulta in
gualche maniera supportata dalla focale espressioli€TAl osservata in alcuni
casi di linfoma linfocitico, linfoma a cellule dehantello e linfoma centro
follicolare che potrebbe riflettere una tendenZfedknziativa in senso marginale
di questi linfomi sia dal punto di vista topografjcche morfologico. In questo
lavoro si € riscontrata espressione di IRTAL1 néb78ei linfomi della zona
marginale nodale.

Questa evidenza suggerisce una possibile relamiampiesta entita linfomatosa e
la sottile rima di cellule IRTAL localizzata all@niferia dei mantelli nei linfonodi
reattiv’, che rappresenta una distribuzione reminisceniia dena marginafg;
inoltre, almeno una parte dei linfomi marginali abdRTAL positivi, presenta
una morfologia monocitoide il che risulta in acamrebn I' osservazione che gli
elementi monocitoidi non neoplastici osservati @sicdi linfadeniti reattive
esprime tale molecola

L’ espressione di IRTAL sia nelle cellule della aanarginale che negli elementi
monocitoidi porta a supporre che tali sottopopaaizcellulari possano essere tra
loro correlate anche se la questione rimane anumt@ria di controversia 3*
tuttavia, I' inclusione del linfoma di derivaziodai linfociti B monocitoidi? nella
categoria del linfoma della zona marginale da pdeba classificazione dell
OMS dei tumori linfoidi e degli organi ematopoiétice I' osservazione che
entrambe queste forme linfomatose esprimano IRT&tepbe corroborare tale

ipotesi.
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Inoltre, altre caratteristiche morfologiche del féima marginale nodale ed
extranodale possono essere meglio comprese alalkigattern di espressione di
IRTAL.

Ad esempio, I' evidenza che, nel momento in cucédlule di questo tipo di
linfoma assumono prominente aspetto differenziativesenso plasmacellulare,
perdono I espressione di questa molecola, & cemééscon I’ osservazione che le
plasmacellule sub-epiteliali presenti nelle toesilteattive risultino IRTAL
negative ed € in accordo con |' ipotesi che essa@osiil prodotto terminale
differenziativo degli elementi B intraepiteli&ii®>

La valutazione immunoistochimica per IRTA1L, inojtrisulta utile nel chiarire le
interazioni tra le cellule tumorali ed i follicakeattivi sia nelle forme nodali che in
quelle extranodali di linfoma marginale; in partare, il fenotipo delle cellule
neoplastiche che colonizzano il follicolo, puo eifere la capacita di questi
elementi di ricircolare attraverso il centro geratido attraverso I’ acquisizione di
BCL6 e conseguentemente essere oggetto di mudty@nti di ricombinazione
somatica delle immunoglobuline.

Tale ipotesi appare supportata da precedenti lavquali hanno documentato
come gli elementi B monocitoidi IRTAL1 presenti retliverse aree di linfonodi
reattivi presentino un carico maggiore di permwagzsomatiche.

Un precedente lavoro di analisi molecolare ha inflnostrato come gli elementi
B monocitoidi IRTAL positivi presenti in linfonodeattivi (principalmente posti
nei seni sub capsulari, nei seni intermedi e inamguota nel contesto dei centri
germinativi) risultano clonalmente correlati e apeelli presenti nel contesto dei
centri germinativi presentano un maggior carico anmianale delle

immunoglobuline e coesprimano CD27, marcatore dellielle B memori¥.
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Una piccola percentuale di linfomi della zona maafg splenica (5 casi su 21)
presentano una modesta quota di elementi neopl#RIAL positivi la quale,
tuttavia, non raggiunge il valore soglia diagnastiel 30%.

Questa osservazione risulta in accordo con il dd® il parenchima splenico
normale presenta rare cellule IRTAL in corrisporzdedella zona marginale della
polpa bianca e cio, rafforza I’ ipotesi che la zonarginale splenica presenti
caratteristiche biologiche differenti rispetto alana marginale presente in altri
tessuti linfoidi.

E’ infatti interessante, il dato che nei linfomilldezona marginale nodale con
pattern di crescita tipo splenico solo una picapleta di elementi neoplastici
esprima IRTA?®* rispetto alle forme con pattern di crescita fallave o con
colonizzazione dei centri germinativi suggerend@desibilitd che quel tipo di
linfoma sia maggiormente correlato alla forma ptivai splenica.

Sebbene I' espressione di IRTAL risulti prevalergsta ristretta ai linfomi della
zona marginale, nodale ed extranodale, alcuni @iaknfoma centro follicolare
con aspetti differenziativi in senso marginale préano positivita per la molecola
ai bordi dei follicoli neoplastici cosi come si epg& in occasionali elementi che
invadono la zona marginale in casi di linfoma lgifwo e linfoma a cellule del
mantello.

Tali osservazioni pongono la problematica di unasgmle interazione tra le
cellule neoplastiche ed il microambiente (zona mmalg) che funga da evento
scatenante per | acquisizione del recettore. Eqthiedi, la diagnosi di linfoma
della zona marginale deve essere basata sull’ ®s8pre immunofenotipica di
IRTAL in assenza di altri marcatori specifici peliversi tipi di linfoma.

L’ espressione di IRTA1 in una parte dei linfomi dsffuso a grandi cellule

studiati rappresenta un ulteriore campo d’ intexess
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Il pattern di distribuzione ed il profilo fenotimadelle cellule neoplastiche IRTA1
in questi linfomi, risulta simile a quello osseawanei linfoma della zona
marginale nodale tuttavia, rimane una questionertapse questi casi
rappresentino una trasformazione di un pregreséontia marginale o una forma
aggressiva de novo derivante dagli elementi moaomitimarginali.

Quanto descritto presernta un importante impatgrbstico.

La diagnosi di linfoma della zona marginale svigosta sulla base del quadro
clinico, delle caratteristiche morfologiche (spémiante I' evidenza di lesioni
linfo-epiteliali) e del profilo fenotipictl.

La dimostrazione dell’ espressione di IRTA1 puattifrisultare determinante nel
caso che il prelievo bioptico risulti di piccolentgnsioni come nel caso di
adenopatie profonde le quali spesso vengono pitel@oa ago biopsia o nel caso
in cui il materiale presenti artefatti da traumaiis che ne precludono la
valutazione istomorfologica.

La dimostrazione dell' espressione di IRTAL risulteoltre d’ausilio nella
distinzione tra un linfoma della zona marginale @csata differenziazione
plasmacellulare ed un plasmocitoma extramidollare.

La classificazione dell’ organizzazione mondial#adsanita sui tumori dei tessuti
linfoidi e degli organi ematopoietici definisce lihnfoma della zona marginale
nodale come un “linfoma B primitivo nodale il qualerfologicamente ricorda
un linfonodo coinvolto da un linfoma marginale extodale o splenico in assenza
di malattia extranodale”.

In assenza di marcatori specifici per la zona nmalgi la distinzione tra un
linfoma marginale ed altri tipi di linfoma a piccdihfociti si basa su un insieme
di caratteristiche morfologiche ed immunofenotigictnegativitd di marcatori

specifici quali CD5, CD23, CD10, BCL6 e Ciclina B1)
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IRTA1, quindi, rappresenta il primo marcatore diasfico per le cellule della
zona marginale extra spleniche risultando utildanéiagnostica differenziale tra
il infoma marginale e, il linfoma linfo-plasmoaiw il linfoma a piccoli linfociti e
le forme centro follicolari; cio risulta importanseprattutto nei linfomi a crescita
diffusa o parafollicolare in assenza di espressreD10 e BCL2.

La valutazione di IRTA1 non permette, tuttavia,discriminare tra un linfoma
marginale ed iperplasia della zona marginale sitaleoche extranoddfe

In conclusione, si identifica IRTAL1 come primo matare significativamente
associato con i linfomi della zona marginale nodaleextranodale; cio amplia la
conoscenza sulla biologia di queste patologie, eemptte un piu corretto
inquadramento diagnostico e pud rappresentare mimilmato per classificare con

maggior precisione queste neoplasie.
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Tabella 1

Neoplasie linfoidi n Cals?gl)-ésﬁtivi %
Leucemia linfatica cronica/linfoma linfocitico* 325 0®
Linfoma linfo-plasmocitico 30 0 0
Linfoma della zona marginale
Splenico 21 0® 0
Nodale 210 154 73
Extranodale 329 307 93
Non ulteriormente classificabile 30 22 73
Linfoma centro follicolare
G1/2 130 0° 0
G3° 89 0° 0
G 3B 21 0° 0
Non gradabile 80 0® 0
Linfoma a cellule del mantello 121 0® 0
Leucemia a tricoleucociti 30 0 0
Linfoma B diffuso a grandi cellule 256 69 27
Linfoma di Burkitt 71 0 0
Plasmocitoma extramidollare 6 0 0
Linfoma di Hodgkin tipo classico. 91 0 0
Linfoma di Hodgkin a predominanza linfocitaria 6 0 0
nodulare®
Linfoma di derivazione dai linfociti T periferici
non ulteriormente classificabile* 160 0 0
Linfoma T angioimmunoblastico 48 0 0
Linfoma anaplastico a grandi cellule ALK" 27 0 0
Linfoma anaplastico a grandi cellule ALK 17 0 0
Linfoma T enteropatico” 1 0 0
Micosi fungoide 0 0

2/325 casi di leucemia linfatica cronica, 5/21 casi di linfoma marginale splenico , 4/121 casi di linfoma
a cellule del mantello, e 9/130 casi di linfoma centro follicolare G1/2, 15/89 G3A, 8/21 G3B, e 11/80
NAS contengono una quota di elementi IRTA1" inferiori al 30% degli elementi neoplastici 30%.
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