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Introduzione

L’avvento delle tecniche di biologia molecolare in oncologia medica ha
portato negli ultimi vent’anni notevoli contributi alla diagnosi delle
patologie linfoproliferative entrando a far parte della piu recente
classificazione delle neoplasie linfoproliferative (WHO, 2001). La
tipizzazione molecolare di alcune neoplasie linfoidi ha determinato infatti
la definizione di nuovi tipi nosologici associati ad una prognosi ben
precisa.

L’applicazione di markers quali la clonalita o le traslocazioni
cromosomiche riveste una notevole importanza anche nel monitoraggio
della Malattia Residua Minima; i1l termine ‘“remissione o ‘recidiva
molecolare” sono entrate a far parte del vocabolario medico oncologico e
diversi marker molecolari sono tutt’ora al vaglio della sperimentazione.

In Medicina Veterinaria, lo studio genetico delle neoplasie e
I’individuazione di markers tumorali sono in studio da pochi anni. Tutt’ora
la classificazione delle patologie linfoproliferative basata sulla controparte
umana, presenta difficolta prognostiche notevoli considerando anche come
1 protocolli chemioterapici fino ad ora utilizzati nel cane siano stati
utilizzati come un’unica entita patologica.

Negli ultimi 7 anni sono stati effettuati diversi interessanti studi molecolari
sul linfoma canino utilizzando 1 riarrangiamenti genici dei recettori
antigene-specifici come marker diagnostico di clonalita, anche se non sono
mai stati utilizzati come marcatori della malattia residua minima. Un
tentativo preliminare di applicare un approccio molecolare finalizzato alla
valutazione della MRM ¢ stato impiegato recentemente dal nostro gruppo
di ricerca. I risultati di questa tesi comprendono ed ampliano le strategie, i

metodi ed i risultati di questo approccio.



CAPITOLO 1:

Genetica delle Immunoglobuline e del T-cell receptor

1.1 Introduzione

L’organizzazione genetica del sistema immunitario ¢ nota da lungo tempo
in Medicina Umana sebbene sia tuttora oggetto di numerosi studi volti ad
approfondire alcuni aspetti della sua regolazione, ancora sconosciuti. Fin
dai primi anni settanta, quando diversi studi evidenziarono 1’omologia
esistente nelle regioni variabili delle catene pesanti delle immunoglobuline
tra 'uomo ed alcune specie animali, ¢ stata postulata I’ipotesi di una
conservazione nella struttura proteica e di conseguenza nella struttura
genica del sistema immunitario (Kehloe e Capra, 1972; Machalonis e
Schulter, 1988; Richards e Nelson, 2000). Anche se gli studi si
concentrarono soprattutto sulle specie da laboratorio ¢ stata ampiamente
documentata la  notevole similitudine e la  conservazione
dell’organizzazione genetica tra le varie specie di mammiferi (Tutter e
Ribbler, 1989). A fronte di queste conoscenze, tuttavia, 1’organizzazione e
la regolazione dei loci genici che codificano per i1 recettori antigene-
specifici, risulta poco conosciuta in Medicina Veterinaria, probabilmente
perché recente ¢ I’acquisizione del genoma canino completo. Per i motivi
suddetti, nei paragrafi successivi si fara riferimento alla bibliografia umana,
e dove possibile, allo stato dell’arte nella Medicina Veterinaria con

particolare riferimento alla specie canina, oggetto di questo studio.



1.2 La risposta immunitaria

La risposta immunitaria dei vertebrati ¢ caratterizzata da una reazione
protettiva nei confronti di proteine, o parti di proteine, estranee
all’organismo stesso (antigeni). L’efficacia di tale risposta ¢ fortemente
legata alla capacita del sistema immunitario di riconoscere le proprie
proteine (self), da quelle estranee (non-self). Generalmente, gli antigeni
penetrano nel torrente circolatorio determinando [’attivazione (fase di
riconoscimento dell’antigene) e la successiva amplificazione della risposta
immunitaria che esita nella distruzione della proteina non-self (Lewin,
20006).

Il sistema immunitario ¢ in grado di determinare due tipi di risposta
specifica all’antigene: la risposta umorale e cellulo-mediata.

La risposta umorale ¢ caratterizzata dall’azione dei linfociti B e dai loro
prodotti di secrezione, le immunoglobuline (Ig o anticorpi): la distruzione
dell’antigene avviene grazie al legame che si forma tra lo stesso ed
un’immunoglobulina specifica che riconosce la proteina estranea. Il legame
antigene-anticorpo attiva, conseguentemente, le cellule effettrici del
sistema immunitario che provvedono alla rimozione dell’immuno-
complesso dal circolo.

La risposta cellulo-mediata ¢ invece dominata dai linfociti T citotossici ed
in questo caso, il riconoscimento dell’antigene avviene grazie alla sua
presentazione nel contesto di una famiglia di proteine dette del Complesso
Maggiore di Istocompatibilita (MHC). La risposta cellulo-mediata viene
attivata soprattutto in presenza di parassiti endocellulari, per i quali ¢
necessaria la processazione intracitoplasmatica e la successiva
presentazione sulla superficie cellulare insieme al MHC (complesso
MHC/antigene) da parte di cellule deputate a tale scopo (Antigen

Presenting Cells, APC). Il successivo riconoscimento da parte delle cellule



T citotossiche ed in particolare del recettore del linfocita T (TCR, T-Cell
Receptor), determina I’attivazione di meccanismi atti alla rimozione della
cellula parassitata. Il prevalente od esclusivo tipo di risposta, dipende dal
tipo di antigene, ed in ogni caso, i due compartimenti rappresentano un
unico insieme integrato. L’attivazione della risposta immunitaria avviene
quindi attraverso il riconoscimento della proteina non self, da parte dei
linfociti T o B, seguito dalla successiva espansione clonale dei linfociti
specifici per tale antigene (teoria della selezione ed espansione clonale)
(Lewin, 2006).

Per quanto appena detto, il sistema immunitario di un individuo deve
presentare una potenzialita praticamente illimitata di generare anticorpi
differenti o recettori delle cellule T differenti, poiché ogni singola
immunoglobulina od ogni singolo TCR ¢ in grado di riconoscere un solo
antigene (Lewin, 2006). Inoltre, essendo lo scopo della risposta
immunitaria quello di attaccare un bersaglio estraneo, un aspetto cruciale
della funzione dei linfociti T e B ¢ quello di distinguere cid che ¢ parte
dell’organismo da cio che non lo e. La proprieta che impedisce ai linfociti
di attaccare le cellule proprie dell’organismo viene chiamata tolleranza
immunitaria, e viene generata probabilmente in uno stadio precoce dello
sviluppo linfocitario, quando cellule B e T che riconoscono antigeni propri
vengono distrutte per apoptosi (delezione clonale).

Per comprendere come il sistema immunitario sia in grado di produrre
proteine, ognuna delle quali specificatamente progettata per riconoscere un
antigene, la cui struttura non pud essere anticipata, occorre conoscere la

struttura e I’organizzazione genetica delle immunoglobuline e del TCR.



1.3 Struttura molecolare delle Ig e del TCR

1.3.1 Immunoglobuline (Ig)

Le immunoglobuline sono proteine tetrameriche costituite da due catene
polipeptidiche pesanti (H) identiche e da due catene polipeptidiche leggere
(L) identiche (Lewin 2006).

Interazioni non covalenti e ponti di-solfuro uniscono tra loro le due catene
pesanti e ciascuna catena leggera alla catena pesante, generando la classica
forma ad Y dell’immunoglobulina (Figura 1) (Modiano, 2000).

Le catene leggere e quelle pesanti hanno in comune lo stesso tipo generale
di organizzazione, in cui ciascuna catena consiste di due regioni principali:
la regione variabile (regione V) ammino-terminale e la regione costante
(regione C) carbossi-terminale (Lewin, 2006). Regioni corrispondenti delle
catene pesanti e leggere si associano per generare domini, ossia sequenze
aminoacidiche molto simili che si ripetono piu volte: due volte nelle catene
leggere e 4 o 5 volte nelle catene pesanti. (Lewin, 2006; Morrison e
Neuberger, 2001).

Il dominio localizzato all’estremita N-terminale delle catene pesanti e delle
catene leggere ¢ chiamato dominio variabile o dominio V poiché ¢
costituito da una sequenza amminoacidica che differisce significativamente
tra le singole immunoglobuline conferendo loro un’enorme versatilita; tale
dominio ¢ in effetti responsabile del riconoscimento dell’antigene (Lewin,
20006).

All’interno di ciascun dominio variabile (Vg e V1, ) la massima variabilita
non ¢ distribuita uniformemente, ma & concentrata in tre regioni

ipervariabili.



Si tratta di sei segmenti polipeptidici, tre appartenenti alla catena leggera,
denominati L1, L2 e L3 e tre appartenenti alla catena pesante: H1, H2 ed
H3 (Modiano, 2000).

Questi segmenti formano una superficie complementare rispetto alla
struttura tridimensionale dell’antigene destinato a legarvisi; per questo sono
pilt comunemente chiamati regioni di complementarieta o CDRs
(Complementarity Determining Regions: CDR1, CDR2 e CDR3)
(Modiano, 2000).

Tra le tre regioni ipervariabili CDR sono intercalate altre quattro regioni di
minore variabilita amminoacidica denominate regioni strutturali o
Framework Regions (FRI, FRII, FRIII e FRIV).

Nelle rimanenti regioni della catena leggera e della catena pesante, le
sequenze amminoacidiche sono sostanzialmente identiche tra le
immunoglobuline appartenenti alla stessa classe o isotipo; per questa
ragione si parla di domini costanti (C).

Vi ¢ un dominio costante della catena leggera (C. ) e 3 domini costanti
della catena pesante (Cy;, Cpp, Cys), numerati a partire dall’estremita
amminica; le IgM e le IgE, che hanno catene pesanti piu lunghe, presentano
un ulteriore dominio Cyy.

Le catene leggere possono essere di due tipi: lambda (1) o kappa (k).

Ogni classe immunoglobulinica pud presentare catene leggere di tipo K
oppure di tipo A ma le singole immunoglobuline non presentano mai
contemporaneamente una catena di un tipo ed una di un altro (Lewin,
20006).

In condizioni normali, nell’'uomo, 1’espressione delle catene leggere k e A
nelle Ig ¢ in rapporto di equilibrio (Rezuke et al, 1997), mentre nel cane

I’espressione di A predomina su k (Arun et al; 1996).



I linfociti B presentano sulla superficie cellulare un recettore, chiamato B-
Cell Receptor (BCR), con le stesse caratteristiche strutturali delle
immunoglobuline che verranno prodotte dalla cellula dopo il
riconoscimento dell’antigene da parte di questo recettore (Jung et al, 2006).

(Figura 1)

Figura 1

a) Struttura cristallografica di un’immunoglobulina con la classica forma a Y
Da Wikipedia, 2006.
b) Struttura tridimensionale del B-cell Receptor sulla superficie di un linfocita

Da Wikipedia, 2006.

1.3.2 TCR

Il TCR ¢ un complesso proteico posto sulla superficie cellulare di tutti i
linfociti T dove, insieme ad altre strutture proteiche e co-recettori
costituisce il complesso recettoriale T (T-cell receptor complex). Il TCR ¢
responsabile del riconoscimento dell’antigene ed ha una struttura molto
simile a quella delle immunoglobuline: ¢ costituito da due catene
polipeptidiche legate da ponti di-solfuro, ciascuna caratterizzata da una
porzione variabile, una porzione costante e da un sito di legame per
I’antigene, dato dall’unione dei due domini a livello della regione variabile

(Figura 2). Nella maggior parte dei linfociti T circolanti (95%) le due
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catene polipeptidiche sono rappresentate dalle catene o e [, nei rimanenti
5% dalle catene y e & (Medeiros e Carr, 1999; Lewin, 2006).

Il TCR ¢ costituito da 3 domini: un dominio extracellulare rappresentato
dalle regioni costanti e variabili delle due catene; un dominio intracellulare
formato dalle due code delle catene e un dominio trans-membrana dove

sono presenti aminoacidi carichi positivamente. (Figura 2).

- il

TCR

cDh4

|, (L]

& &

Zeta chains

-

Figura 2
a) Struttura tridimensionale del TCR sulla superficie di un linfocita T helper

Da Wikipedia, 2006.
b) Domini del TCR ( evidenza dei domini transmembranari ed intramembranari e

struttura del CD3 e del CD4. Da Wikipedia, 2006.

Come le immunoglobuline, il TCR presenta a livello del sito di
riconoscimento per 1’antigene, tre regioni ipervariabili, anch’esse
denominate regioni di complementarieta e caratterizzate da una particolare
disposizione che rispecchia la loro funzione: le regioni CDR1 e CDR2 (una
per ciascuna catena del TCR) hanno una localizzazione pil periferica,
mentre le due regioni CDR3, dotate di una maggiore variabilita antigenica,
sono localizzate al centro della tasca di legame.

Il complesso recettoriale T € inoltre costituito da un complesso proteico di
membrana chiamato CD3 (cd complesso di segnalazione). Tale struttura

proteica viene attivata dal legame tra antigene e TCR e rappresenta il modo
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con cui il recettore segnala all’interno della cellula di aver riconosciuto
I’antigene (Lewin, 2006). I1 CD3 ¢ costituito da quattro proteine di tre tipi
diversi (y, 9, €) associate in eterodimeri (ye e d¢) che interagiscono con il
TCR a livello dei domini transmembranari tramite amminoacidi carichi
negativamente. Il complesso CD3 ¢& costituito anche da due catene chiamate
N e ¢ che si associano a formare 1’omodimero {~C (nell’80% dei casi) o
I’eterodimero M—{ (nel 20% dei casi), contenuto interamente a livello
intracitoplasmatico ed avente un ruolo fondamentale nella trasduzione del
segnale. La proteina { svolge infatti il ruolo di proteina effettrice del
complesso CD3 (Morrison e Neuberger, 2001; Lewin, 2006) (Figura 2).

I co-recettori CD4 o CD8 completano il complesso recettoriale T. Tali
strutture proteiche associate al TCR compaiono tardivamente durante lo
sviluppo linfocitario ed identificano le due classi dei linfociti T: la
molecola CD4 identifica le cellule T con funzione helper, i1 CD8, quelle
con funzione citotossica. 11 linfociti T helper coadiuvano sia la risposta
immunitaria umorale che cellulo-mediata, riconoscendo I’antigene se
presentato nel contesto di una molecola MHC di classe II. 11 linfocita T
citotossico o killer, richiede per il riconoscimento, la presentazione
dell’antigene associato ad una proteina MHC di classe 1.

Alcuni TCR /8 non presentano i co-recettori CD4 o CDS8 e sembrano poter
legare I’antigene direttamente, senza presentazione da parte delle molecole

MHC (Richards e Nelson, 2000).

1.4 Organizzazione dei geni delle Ig e del TCR

N

E un assioma dei genetisti che la costituzione genetica di un organismo

creata dalla combinazione di spermatozoi e uova, sia ereditata da tutte le
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cellule somatiche e non subisca dei cambiamenti di contenuto del DNA; in
effetti, 1’acquisizione dei diversi fenotipi delle cellule somatiche avviene
attraverso un controllo differenziale dell’espressione genica (Lewin, 2004).
La struttura genetica delle cellule del sistema immunitario rappresenta una
situazione del tutto eccezionale, in cui il contenuto del genoma cambia,
quando la ricombinazione crea geni attivi nei linfociti.

L’organizzazione genetica del sistema immunitario ¢ costituita da una serie
di famiglie di geni correlati, detta superfamiglia di geni delle
immunoglobuline (di cui fanno parte sia il TCR che le immunoglobuline),
la cui struttura & molto simile: si tratta di geni V e di geni C che codificano
per i domini V e C del polipeptide finale. Tale schema genetico viene detto
schema della linea germinale, ed ¢ proprio di tutte le cellule somatiche e
della linea germinale dei linfociti. Nel contesto di tali famiglie, gene
significa una sequenza di DNA che codifica per una parte distinta del
polipeptide finale (Lewin, 2004); quindi 1 geni V codificano per le regioni
variabili ed 1 geni C per le regioni costanti, ma nessuno dei due tipi di geni
¢ espresso come unita indipendente. In effetti sebbene lo schema della linea
germinale sia posseduto da tutte le cellule, soltanto nei
linfociti,I’espressione genica avviene quando i geni V sono uniti ai geni C
per creare un’unita di espressione che codifica un polipeptide, catena
pesante o leggera che sia. Tale processo di ricombinazione porta quindi ad
un avvicinamento fisico tra due segmenti V e C, creando un unico gene
attivo 1 cui esoni corrispondono esattamente ai domini funzionali della
proteina. Per questo motivo, si parla di segmenti genici V e C piuttosto che
di geni V e C. Esistono numerosi segmenti V che possono essere combinati
con i segmenti C (inferiori di numero) per generare polipeptidi molto

diversi tra loro.
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1.4.1 Immunoglobuline

Nell’'uomo, i geni per le immunoglobuline sono organizzati in tre loci
separati: un locus genico codificante per tutti 1 tipi di catene pesanti (locus
H) e due loci per le catene leggere (loci A e ), situati su tre cromosomi
diversi (il locus H, sul cromosoma 14, il locus k sul cromosoma 2 ed il
locus A, sul cromosoma 22) (Matsuda et al, 1998). Nel cane, il locus genico
H ¢ stato identificato sul cromosoma 8 (Tamura et al, 2006).

Nell’uomo e nel cane, il dominio variabile delle catene leggere (A e ) ¢
codificato dal segmento genico V e da un ulteriore segmento genico
chiamato J (da Joining) che connette il segmento V al segmento C. Per la
catena pesante, la regione variabile viene codificata da tre segmenti genici:
oltre ai segmenti genici V e J (denominati Vy e Jy per distinguerli da quelli
della catena leggera V| e J ), ¢ presente un terzo segmento chiamato Dy
(da Diversity), interposto a Vy e Jy (Modiano, 2000; Lewin, 2004).

Ad una distanza 3’variabile rispetto ai segmenti genici V sono posti i geni
delle regioni costanti (C); negli animali, il locus della catena leggera k ha
un singolo gene C, A possiede da 3 a 6 geni C, mentre i geni per le catene
pesanti dei diversi isotipi (IgM, IgD, IgG, o IgE) sono organizzati in una
serie di tandem il cui ordine ¢ diverso in ogni specie animale (Modiano,
2000).

I segmenti genici V delle tre famiglie delle immunoglobuline (A, k, e H,)
hanno un’organizzazione simile: il primo esone (chiamato esone leader)
codifica per la cosiddetta sequenza segnale (peptide leader) che & coinvolta
nel trasferimento della catena polipeptidica tradotta a livello ribosomiale,
nel lume del reticolo endoplasmatico. Il secondo esone del segmento V,
separato dal primo da un breve introne, codifica per la maggior parte della
regione variabile. La parte rimanente della regione variabile ¢ codificata dal

segmento D (solo nella famiglia H) e dal segmento J (in tutte e tre le
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famiglie); infine, il segmento J ¢ separato tramite sequenze introniche dal

segmento C, terzo esone del gene attivo (Lewin, 2006) (Figura 3).

A light-chain locus
LW L2 W2 o LV-30 dy 1 Gt Jy 2 2 Jyd Cpa

K light-chain locus
LT Vel L2 W2 L3 L Ve~dD

Heavy-chain locus

L Vgl L2 W42 L3 W3 , DHI 27 Jy1-6 Cy
%1':-% | | i i i |I - .

Figura 3 Organizzazione nel genoma umano dei loci della catena pesante e delle catene

leggere di un’immunoglobulina. Da Immunobiology, Garland Publishing 2001.

142 TCR

L’organizzazione dei geni del TCR prevede 4 loci, ognuno dei quali
codifica per una singola catena polipeptidica a, 3, Y 0 0; i loci a e 6 sono
localizzati sul cromosoma 14, mentre i loci B e vy, sul cromosoma 7 (Wilson
et al, 2001). Nel cane ¢ stato recentemente identificato il locus genico
TCRy, localizzato sul cromosoma 18 (Yagihara et al, 2007).

Tali loci, mostrano una sorprendente somiglianza con quelli delle
immunoglobuline. Il locus TCRa come il locus Igk, € costituito da
segmenti V separati da un gruppo di segmenti J che precede un singolo
segmento C (Lewin, 2004). L’organizzazione del locus TCRp assomiglia a
quella del locus H: i segmenti V sono seguiti da due complessi DJC
chiamati D1J1D1 e D2J2D2. Ogni complesso contiene un segmento D ed
un segmento C, ma, il primo gruppo contiene 6 segmenti genici J (JB1

group) ed il secondo ne contiene 7 (JB2 group) (Rezuke et al, 1997).
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I locus TCRy, come il locus Igh delle immunoglobuline ha
un’organizzazione molto pill semplice in cui i segmenti genici V sono
separati da una serie di segmenti J-C.

Il locus genico del TCR o rappresenta un caso particolare: i segmenti

variabili & sono infatti localizzati tra i segmenti genici V e J del TCRa.

o-chain locus
Vi x70-80 Ja61 C
L
B-chain locus
Vprs2 Dp1 Jp1x6 Cp1  Dp2 Jpaxi Cpz
L

Figura 4 Organizzazione dei loci genici del TCRa e B nell’uomo.

Da Immunobiology, Garland Publishing 2001.

oiChian locus

L vx70-807 [ Jx@d C
. . wehan ocus
" | .

[L wxi2 Jxd Jx2

Bechain locus

Ox3 Jed C

Figura 5 Organizzazione dei loci genici del TCR vy e & nell’'uomo

Da Immunobiology, Garland Publishing 2001

1.5 La diversita immunitaria

Lo studio delle caratteristiche strutturali e funzionali dei geni delle
immunoglobuline e del TCR hanno permesso di formulare diverse ipotesi
sull’acquisizione della diversita immunitaria. In particolare si ritiene che

quattro meccanismi fondamentali siano in grado di spiegare 1’enorme
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potenzialita di riconoscimento antigenico del sistema immunitario: la
ricombinazione somatica, la diversita combinatoria, la diversita giunzionale

e I’ipermutazione somatica (Lewin, 2004).

1.5.1 Ricombinazione somatica (Riarrangiamento V(D)J)

La ricombinazione somatica ¢ un processo di ricombinazione del DNA
genomico che tipicamente avviene nei linfociti T e B. Come gia
precedentemente esposto, la possibilita di ricombinare il DNA e creare
nuovi geni attivi ¢ prerogativa del sistema immunitario nel quale, durante
lo sviluppo dei linfociti, i segmenti genici riarrangiano in maniera
sequenziale per formare gli esoni della regione variabile. Le modalita con
cui avvengono i riarrangiamenti genici sono diversi all’interno dei diversi
loci delle immunoglobuline e del TCR, pur presentando alcune somiglianze
che rispecchiano quelle strutturali prima descritte.

Immunoglobuline

Il processo di ricombinazione somatica nelle catene leggere inizia con
I’unione di un segmento genico V ad un segmento genico J generando la
sequenza VJ-C. Durante questa ricombinazione si generano 3 esoni,
separati da altrettanti introni: gli esoni L,V e 1’esone C.

Tutto il tratto di DNA viene trascritto in un pre-RNA messaggero (o
trascritto primario) in cui sono ancora presenti le sequenze introniche. La
successiva processazione porta all’eliminazione mediante splicing degli
introni situati tra L. e VJ e tra il complesso VJ e il segmento C, dando
origine ad un RNA messaggero che viene infine tradotto con produzione
della catena polipeptidica.

Nel locus H, il processo di ricombinazione somatica che genera una

completa regione variabile si realizza in due eventi separati.
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Nel linfocita pro-B precoce si ha la prima ricombinazione che porta al
congiungimento di uno dei segmenti Dy con uno dei segmenti Jy, con la
contemporanea delezione del tratto di DNA interposto (riarrangiamento
DJ).

Nel linfocita pro-B tardivo, uno dei numerosi segmenti genici V si
congiunge al complesso DJ precedentemente formato per dare origine
all’esone completo della regione variabile della catena pesante
(riarrangiamento VDJ).

Durante la processazione del trascritto primario di RNA, gli esoni della
regione C e la sequenza leader si uniscono al complesso VDJ in seguito
all’eliminazione degli introni mediante splicing.

Si forma quindi un mRNA che infine viene tradotto con produzione della
catena polipeptidica di una catena pesante.

Dopo la traduzione si verifica la rimozione della sequenza leader e la
formazione dei ponti disolfuro che uniscono le catene polipeptidiche. In
posizione 3’ rispetto all’RNA di ciascuna regione costante (Cy) vi sono dei
siti di poliadenilazione (uno per le p, uno per le ¢ e cosi per le altri classi):
soltanto in uno di questi, in base all’isotipo che deve essere espresso,
vengono aggiunti numerosi nucleotidi di adenina, chiamati “code di poli-
A” che guidano lo splicing; cosi, ad esempio, se viene poliadenilato il sito
in 3’ rispetto alla Ce viene espressa la IgE e il tratto di RNA tra il
complesso VDJ e il Ce viene eliminato grazie allo splicing. La traduzione
del’mRNA maturo porta alla produzione di una catena p funzionante;
questa impedisce il riarrangiamento del locus della catena pesante sull’altro
cromosoma; tale fenomeno prende il nome di esclusione allelica (Jung et
al, 2006).

Se, tuttavia, per qualsiasi motivo non si produce una catena pesante

funzionante, si attua il riarrangiamento sull’altro allele; infine, se anche
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questo porta ad una catena pesante abortiva, si ha la morte della cellula per
apoptosi (Jung et al, 2006).

La ricombinazione del DNA nei loci k e A per la produzione delle catene
leggere inizia soltanto dopo che ¢ avvenuto il riarrangiamento e la
successiva espressione dei geni della catena pesante.

Il locus « ¢ il primo ad andare incontro al processo di ricombinazione e la
produzione di una catena leggera x funzionale blocca il riarrangiamento a
livello del locus A, poiché ogni linfocita produce un solo tipo di catena

leggera (fenomeno dell’esclusione allelica).
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Figura 6 I geni delle regioni variabili e costanti delle immunoglobuline sono prodotti
attraverso il processo di ricombinazione somatica dei segmenti genici Da

Immunobiology, Garland Publishing 2001

TCR

Il riarrangiamento genico del TCR avviene nel timo e segue meccanismi
simili a quelli precedentemente descritti per le immunoglobuline (Figura

7).
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Figura 7 Ricombinazione somatica nei loci o e 3 del TCR

Da Immunobiology, Garland Publishing 2001

La ricombinazione dei geni del TCR o/f origina nel locus genico f.
Inizialmente, si verifica un congiungimento tra i segmenti D e JB che
determina la formazione di un unico segmento genico DIJB con
eliminazione del DNA interposto (Figura 7). Successivamente si verifica il
riarrangiamento tra DJP} e uno dei segmenti V3 creando il segmento genico
VDI che codifica per la regione variabile della catena . Infine VDI si
congiunge con il segmento CB1 e, se tale riarrangiamento risulta
produttivo, la catena B viene sintetizzata (Lewin, 2004).

Il riarrangiamento dei geni della catena o ¢ simile a quello della catena J,
con la differenza che in questo caso mancano i segmenti genici D. Una
volta prodotta, la catena o viene espressa sulla membrana insieme alla
catena [} ed il linfocita T & pronto per la selezione timica. Ogni cellula T
pud ricombinare in modo produttivo una sola catena B a causa del

fenomeno di esclusione allelica, presente anche nel TCR; tale esclusione
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non avviene per le catene o che possono subire riarrangiamenti multipli
(Jung et al, 2006).

Come gia detto in precedenza, il locus 0 si trova intercalato tra i segmenti
genici V e J della catena a e a causa della sua localizzazione, ogni
riarrangiamento dei segmenti genici del TCRa induce una delezione dei
geni O, che vengono rimossi in due tappe durante il processo di
ricombinazione di Va con Ja. Questo processo di esclusione porta
inevitabilmente all’impossiblita di co-espressione a-90; I’attivazione del
locus 6 determina la ricombinazione VDJ, anche se ¢ possibile
I’incorporazione di entrambi i segmenti D e la creazione di un

riarrangiamento VDDIJ (Lewin, 2004).

1.5.2 Diversita combinatoria

Nello schema genetico della linea germinale di ciascun individuo, sono
presenti molteplici copie dei segmenti genici V,D e J che codificano per la
regione variabile delle immunoglobuline e del TCR: la selezione e la
successiva combinazione random di questi segmenti contribuisce
significativamente alla grande diversita delle regioni variabili delle
immunoglobuline.

Il numero massimo di combinazioni possibili per ogni locus genico ¢ dato
dal prodotto del numero dei segmenti genici V, J e D (per il locus H e i loci
TCR B e d)o Vel (periloci delle catene leggere e il TCR a e y). Tuttavia,
il grado di diversita combinatoria che si pud generare pud essere molto
minore rispetto a quello atteso, perché non tutti 1 segmenti genici sono
scelti con uguale frequenza e non tutte le possibili combinazioni danno
origine a polipeptidi funzionali. Esistono segmenti genici non funzionali

chiamati pseudogeni e numerosi riarrangiamenti che incorporano uno
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pseudogene possono risultare non produttivi. Ad esempio nell’'uomo, sono
stati identificati per il locus H, 123 segmenti V, dei quali soltanto 39,
risultano funzionali ed in grado di determinare riarrangiamenti produttivi
(Matsuda et al, 1998).

Tuttavia, il locus H possiede oltre ai segmenti V, 27 segmenti D e 4
segmenti J, che ricombinandosi possono dare origine a circa 4000
combinazioni.

Le possibilita di ricombinazione delle catene leggere sono notevolmente
inferiori rispetto al locus H: la catena k possiede 40 segmenti genici V e 5
segmenti genici J (40 X 5), per un totale di circa 200 ricombinazioni, per la
catena A sono invece possibili circa 120 combinazioni (30 x 4) (Lewin,
2004).

Sebbene la funzione delle immunoglobuline sia determinata dall’azione
complementare delle catene pesanti e delle catene leggere, per quanto
prima esposto, il maggior contributo alla generazione della diversita e della
specificita delle immunoglobuline, viene dato proprio dal locus H (Matsuda
et al, 1998).

Inoltre ogni possibile catena pesante prodotta si puo legare ad ogni
possibile catena leggera; questo permette di aumentare ulteriormente la
diversita combinatoria della regione variabile delle Ig: 320 (200 + 120) X
4000 = 128000 combinazioni.

Recentemente ¢ stato proposto uno schema di organizzazione del TCR y
nel cane: secondo Yagihara e collaboratori (2007), il locus TCR 7, posto
sul cromosoma 18, sarebbe composto da 4 segmenti V, preceduti da quattro

sequenze L, 6 segmenti J e 4 segmenti C.
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1.5.3 Diversita giunzionale

La ricombinazione dei geni delle Ig e del TCR, ¢ caratterizzata da un
riarrangiamento fisico di sequenze che comporta rotture ed unioni che
devono avvenire secondo precisi schemi garantiti da meccanismi
strettamente regolati (Lewin, 2004).

Il riarrangiamento VDJ ¢ guidato dall’attivita coordinata delle ricombinasi,
un complesso enzimatico che contiene i prodotti proteici dei geni RAG-1 e
RAG-2 (Recombination Activating Genes), in grado di riconoscere quale
segmento ricombinare grazie a sequenze conservate non codificanti di
DNA dette sequenze consenso o recombination signal sequences (RSS)
(Lewin, 2004).

Ogni RSS ¢ costituita da una sequenza altamente conservata di sette
nucleotidi chiamata eptamero (localizzata sempre accanto alla sequenza
codificante), seguita da una sequenza non conservata di 12 o 23 nucleotidi
denominata spacer, a sua volta seguita da un’altra sequenza conservata di
nove nucleotidi, detta nonamero (Jung et al, 2006) (Figura 8).

Nel locus k, 1 segmenti V sono seguiti dalla sequenza eptamerica e
nonamerica separate fra loro da uno spacer di 23 paia di basi; nei segmenti
J, lo spacer tra le due sequenze conservate ¢ costituito da 12 nucleotidi
(Figura 8).

Nel locus A, la situazione ¢ simile, ma la spaziatura tra eptamero e
nonamero ¢ invertita: 12 nucleotidi per i segmenti V e 23 per i segmenti J.
Nel caso del locus H, la situazione ¢ pili complessa: nei segmenti V
I’eptamero e il nonamero sono spaziati da 23 paia di basi, nei segmenti J le
due sequenze conservate sono spaziate da 23 paia di basi, mentre i
segmenti D presentano le due sequenze conservate separate da 12 paia di

basi sia in direzione 5’ che in 3’. Nella ricombinazione ¢ generalmente
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seguita la “regola del 12/23”, che prevede il riarrangiamento di due
segmenti genici solo se uno ha uno spacer di 12 nucleotidi e ’altro di 23.

Questo spiega la sequenza nella ricombinazione delle catene pesanti:
ciascun segmento Vy e Jy possiede uno spacer di 23 nucleotidi e non pud
quindi essere ricombinato; prima ¢ necessaria la ricombinazione tra il
segmento V e il segmento D o tra il segmento D e il segmento J. Le
ricombinazioni fra i segmenti V e J sono invece consentite nei loci x e A,
dove 1 segmenti conservati presentano sequenze spaziatrici di 12 e 23 paia

di basi.

A chain

ACAAAMACT GETTTTTET CACTGTG
p] [ nonamer |%, JT nonamer | 12 ‘E
TG GG COARAACA GTEACAD
% chaln
T - |
H chain

CACAGTG

GTGTCAC

Figura 8. Disposizione delle sequenze conservate (eptamero e nonamero) e degli spacer
tra i segmenti genici che codificano le regioni variabili delle catene pesanti (H) e delle
catene leggere « e L. Da Immunobiology, Garland Publishing, 2001

Le sequenze spaziatrici hanno quindi lo scopo di impedire ricombinazioni
non corrette, ad esempio, tra segmenti genici dello stesso tipo o nel caso del
locus H, I’eventuale riarrangiamento diretto tra i segmenti V e J.

Il processo di ricombinazione avviene quando la ricombinasi RAGI,
riconosce ed allinea le sequenze consenso (RSS) appropriate, reclutando
RAG2 nel complesso: il nonamero fornisce il sito di riconoscimento
iniziale mentre 1’eptamero dirige il sito di taglio (Lewin, 2004). Il

complesso enzimatico cosi formato, incide il filamento di DNA in
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direzione 5’ rispetto alla sequenza eptamerica (I’estremita contigua alla
sequenza codificante), producendo una rottura a singolo filamento (nick).
Tale incisione determina 1’esposizione di un gruppo OH- terminale in
direzione 3’ e P-terminale in direzione 5°: il gruppo OH, attacca il gruppo
fosfato nell’altro filamento, creando una forcina al terminale della sequenza
codificante, in cui I’estremita 3’ di un filamento € unita all’estremita 5’
dell’altro filamento di DNA, determinando percio una rottura a doppia elica
(Double strand break, DSB). Il DSB, determina il rilascio di un intero
frammento di DNA, contenente gli eptameri, posto tra le due sequenze
codificanti: le estremita di tale frammento vengono denominate estremita
segnale, mentre quelle prodotte sulle sequenze codificanti (V, J, o D),
vengono chiamate estremita codificanti. Le forcine alle estremita
codificanti, forniscono 1l substrato dello stadio successivo della reazione:
un’incisione a singolo filamento, accanto alla forcina, che determina un
disaccoppiamento delle estremita codificanti con sporgenza di un singolo
filamento. Tale sporgenza, viene eliminata con sintesi di nucleotidi
complementari (nucleotidi palindromici, P), che ricostituiscono il doppio
filamento (duplex). Durante questo processo di rifinitura delle estremita
codificanti, vengono anche aggiunte alcune basi extra, apparentemente con
sequenze casuali (nucleotidi N), ad opera dell’enzima TdT
(deossinucleotidil transferasi terminale) (Figura 9a). Gli N-nucleotidi
vengono aggiunti in special modo nelle giunzioni V-D e D-J del locus della
catena pesante e sono meno comuni nei geni della catena leggera, poiché la
TdT viene espressa solo per un breve periodo nello sviluppo B-cellulare
durante il riarrangiamento genico della catena pesante, che si verifica prima
di quello della catena leggera. L’ultima fase della reazione ¢ I’unione delle

estremita codificanti rifinite, che frequentemente, determina anche I’unione
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delle estremita segnale del frammento generato dalla rottura della doppia
elica, formando una molecola circolare (Figura 9b).

Per quanto precedentemente esposto, i meccanismi enzimatici coinvolti
nella rottura e nella successiva riunione del DNA assicurano che una
giunzione codificante possa avere una sequenza diversa da quella che
sarebbe prevista con un’unione diretta delle estremita V,.D e J. I
cambiamenti di sequenza a livello giunzionale rendono possibile un’estesa
diversita di questo sito (cd diversita giunzionale), che codifica per la
regione CDR3, coinvolta nel riconoscimento antigenico: il massimo della
diversita ¢ quindi generato nel sito che entra in contatto con 1’antigene
bersaglio (Lewin, 2004).

Naturalmente, i cambiamenti nel numero di coppie di basi che avvengono
nelle giunzioni codificanti, influenzano il modulo di lettura della sequenza
poiché il processo di unione sembra essere del tutto casuale: soltanto un
terzo delle sequenze unite mantiene il modulo di lettura corretto. Nei
restanti casi, la presenza di un segmento fuori fase, sposta il modulo di
lettura (frame-shift) determinando una conclusione prematura della
traduzione (ricombinazione non produttiva) (Lewin, 2006, Morrison e

Neuberger, 2001).
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a) Diversita giunzionale. Da Immunobiology, Garland Publishing, 2001.
b) Azione delle ricombinasi sulle estremita codificanti e segnale. Da Holmes et al,

Cambridge University, 2004.

1.5.4 Diversita somatica (Maturazione dell’affinita)

Negli organi linfoidi periferici i linfociti B maturi (centrociti o cellule del
centro germinale) subiscono un’ulteriore diversificazione nel sito di
riconoscimento antigenico tramite il processo di ipermutazione somatica.
Dopo I’incontro con 1’antigene e la stimolazione del linfocita B da parte di
un linfocita T helper, si generano delle mutazioni puntiformi nelle regioni
geniche codificanti per i domini variabili, che determinano un aumento
della variabilita in tutte e 3 le CDR di entrambe le catene

immunoglobuliniche.
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Poiché queste mutazioni avvengono in maniera casuale, solo alcune di esse
sono in grado di aumentare 1’affinita del recettore per 1’antigene: la
maggior parte delle mutazioni inducono una diminuzione o addirittura
possono prevenire completamente 1’espressione delle Ig attraverso la
creazione di “codoni stop” (Harris et al, 2001).

Pertanto, soltanto i linfociti del centro germinale che subiscono mutazioni
in grado di aumentare I’affinita del loro recettore per 1’antigene vengono
selezionati positivamente. Tutti gli altri (pit del 90%) vanno incontro a
morte cellulare per apoptosi (Harris et al, 2001).

Questo fenomeno ¢ noto come maturazione dell’affinita e avviene soltanto
nel corso delle risposte anticorpali ad antigeni proteici, dipendenti dalla
cooperazione dei linfociti T-helper (Wilson et al, 2001).

A differenza di quanto accade per i linfociti B, la diversita recettoriale T
non ¢ aumentata da meccanismi di ipermutazione somatica. Diverse ipotesi
sono state considerate per spiegare tale differenza: la prima ipotesi, ¢ che
I’assenza di tale processo sarebbe necessaria per evitare un’eccessiva
variabilita del recettore con possibile comparsa di cloni linfocitari mutanti
diretti contro strutture “self”.Questa restrizione non si applica alle cellule B
poiché affinché si realizzi il processo di ipermutazione somatica ¢
necessaria la stimolazione del linfocita B da parte di un linfocita T helper.
Anche se si creassero cloni linfocitari B mutanti verso bersagli “self”,
questi non sarebbero comunque in grado di produrre autoanticorpi, se non
in seguito alla stimolazione da parte di un linfocita T helper allo stesso
modo attivato da autoantigeni (Lewin, 2004).

Un’altra ipotesi ¢ che un eventuale processo di ipermutazione somatica
possa determinare una perdita della capacita di riconoscimento del

complesso MHC da parte dei linfociti T e di conseguenza, la perdita di ogni
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capacita di indurre una risposta immunitaria (Wilson et al, 2001, Lewin,

2004).
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CAPITOLO 2:

Diagnosi e monitoraggio molecolare delle neoplasie

linfoproliferative

2.1 Introduzione

Nel seguente capitolo verranno descritte le principali tecniche molecolari
ad oggi utilizzate in medicina umana nella diagnosi e nella prognosi delle
neoplasie linfoproliferative, con particolare riferimento alla PCR
(Polymerase Chain Reaction), tecnica utilizzata nella fase sperimentale di
questo lavoro. Attraverso le applicazioni della biologia molecolare nelle
neoplasie linfoidi, verranno descritti i concetti di clonalita, traslocazione

cromosomica e malattia residua minima (MRM).

2.2 Utilizzo delle tecniche molecolari nella diagnosi delle
neoplasie linfoproliferative

In Medicina Umana, la diagnosi delle neoplasie linfoproliferative, prevede
un approccio multiparametrico, in cui accanto alle tradizionali valutazioni
cliniche e citomorfologiche, vengono applicate speciali tecniche di
cito/istochimica, studi immunopatologici e metodiche di genetica
molecolare, al fine di ottenere precise indicazioni patogenetiche e
prognostiche (Rezuke et al,1997; Harris, 2001; Kocjan, 2005).

Le neoplasie linfoidi, pongono, talvolta, il clinico ed il patologo di fronte
ad un dilemma diagnostico, sopratutto nello stadio iniziale della patologia,
quando la distinzione tra una neoplasia incipiente ed uno stato di iperplasia
reattiva puo risultare estremamente problematica (Vernau, 2004). Inoltre,
I’utilizzo preferenziale di tecniche poco invasive nella fase iniziale dei

protocolli diagnostici clinici, (aspirazione con ago sottile o biopsie
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guidate), determina spesso la presenza di materiale diagnostico scarso per
quantita e/o qualita, creando un’ulteriore difficolta di interpretazione
(Kocjan, 2005). Un’altra considerazione, riguarda la possibilita che la
citomorfologia, sebbene in grado di diagnosticare e classificare buona parte
dei linfomi, risulti in alcuni casi del tutto insufficiente: ¢ quanto avviene ad
esempio in corso di proliferazioni linfocitarie mature, nelle quali la
distinzione tra una linfocitosi ed una neoplasia linfoide indolente spesso
non ¢ possibile (Ben-Ezra et al, 2000; Vernau, 2004). Gli errori diagnostici
comunemente associati alla citologia convenzionale comprendono anche la
difficolta di differenziare le diverse varianti di linfoma ed i linfomi dalle
neoplasie metastatizzanti tipo“‘round cells” come neuroblastomi periferici e
carcinomi a piccole cellule (Kocjan, 2005). Benché I’avvento delle tecniche
immunopatologiche abbia in gran parte risolto tali problemi, 1’applicazione
di queste metodiche a piccole quantita di tessuto, non ¢ sempre possibile.
Inoltre, la diversita antigenica di questo eterogeneo gruppo di neoplasie,
non permette in alcuni casi la diagnosi certa (Rezuke et al, 1997). 1l
miglioramento apportato  dall’immunocito/istochimica al protocollo
diagnostico delle neoplasie linfoproliferative ¢ tuttavia indubbio,
considerando la possibilita di identificare tramite queste tecniche la linea di
origine della neoplasia che, come noto, presenta una notevole valenza
prognostica (Rezuke et al, 1997). In tutti quei casi in cui la morfologia e le
tecniche immunopatologiche non risultano esaustive dal punto di vista
diagnostico, ¢ necessario 1’utilizzo di tecniche molecolari quali ad esempio
la Southern Blotting (SB) o la PCR, che sono in grado di identificare una
neoplasia linfoide in modo pitt oggettivo ed accurato (Vernau e Moore,
1999, Medeiros e Carr, 1999).

L’utilizzo delle tecniche di biologia molecolare, non ¢ semplicemente

limitato alla diagnosi delle neoplasie linfoidi, ma contribuisce in modo
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significativo alla comprensione dei meccanismi patogenetici alla base di
queste neoplasie, permettendo al contempo di rifinirne i criteri classificativi
(’identificazione di particolari mutazioni genetiche associate a diversi tipi
di linfoma, ha contribuito alla nuova classificazione WHO delle neoplasie
linfoproliferative) (Harris et al, 2000).

In conclusione, I’utilizzo delle tecniche molecolari nel protocollo di lavoro
delle neoplasie linfoidi, ¢ diventato un mezzo indispensabile nella diagnosi
e nella stadiazione delle neoplasie linfoproliferative: gli obiettivi pil
importanti della diagnosi molecolare di linfoma sono la ricerca della
clonalita e I’identificazione delle traslocazioni cromosomiche (Kocjan,

2005).
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’ Linfoadenomegalia ‘

AAS

A 4
’ Morfologia/Immunocitochimica ‘

Iperplasie Neoplasie Linfoma
reattive/infezioni Metastatiche

l l ’ Prima diagnosi ‘ ’ Recidiva/Stadiazione
) i
Esami collaterali Ricerca neoplasia ’ Citometria a flusso/PCR ‘
primitiva
l 3
Escissione Nessuna
Escissione Nessuna linfonodale escissione
linfonodale solo in escissione linfonodale
caso di persistenza linfonodale

Figura 10. Algoritmo diagnostico del linfoma. Da Kocjan, 2005, modificato.

2.2.1 Ricerca della clonalita

Una neoplasia ¢ costituita da una popolazione cellulare con identiche
caratteristiche, derivata dalla proliferazione di un unico precursore comune
e per questo definita clonale; pertanto, tutte le cellule tumorali contengono
un’identica sequenza di DNA, che puo essere utilizzata come marker
specifico di neoplasia (Rezuke et al, 1997; Lana et al, 2006).

La clonalita nelle neoplasie linfoidi viene definita con diversi criteri: puo
essere suggerita dall’osservazione di una popolazione cellulare monomorfa
o identificata con metodiche immunopatologiche per la presenza di un
determinante antigenico monoclonale; essa ¢ tuttavia determinata in modo
piu preciso ed accurato individuando la presenza di un riarrangiamento
genico clonale dei recettori antigene-specifici o I’esistenza di alterazioni
cromosomiche ricorrenti, tramite metodiche di biologia molecolare

(Rezuke et al, 1997).
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Le tecniche molecolari sono in grado di diagnosticare una neoplasia
linfoide attraverso la dimostrazione della clonalita; tuttavia, essa deve
essere sempre € comunque interpretata nel complesso dei riscontri clinici,
morfologici ed immunofenotipici (Vernau e Moore, 1999). La
contestualizzazione della clonalita ¢ necessaria poiché, seppur fortemente
indicativa di neoplasia, non ¢ in grado singolarmente di dimostrare 1’ipotesi
neoplastica, né implica necessariamente la malignita: in altre parole, se la
neoplasia ¢ sempre clonale, I’inverso non ¢ sempre vero (Vernau e Moore,
1999; Burnett et al, 2003). Esistono patologie infiammatorie o infezioni
virali acute, accertate sia nell’'uomo che nel cane, che possono indurre
gammopatie monoclonali o alcune malattie linfoproliferative benigne
dell’'uomo che possono risultare clonali (ad esempio la linfoadenopatia
angioimmunoblastica, disordini linfoproliferativi AIDS-correlati, la
linfocitosi a grandi granuli) (Burnett et al, 2003).

La ricerca della clonalita con metodiche di genetica molecolare trova la sua
primaria applicazione in tutti quei casi in cui essa non pud essere
identificata con le tecniche tradizionali; la sensibilita di tali metodiche
permette inoltre di riconoscere la presenza di una popolazione clonale
anche quando questa rappresenta soltanto 1’1% della totalita delle cellule
(Rezuke et al, 1997), consentendo la possibilita di monitoraggio molecolare

della neoplasia durante il trattamento antiblastico (Burnett et al,2003).

2.2.2. Traslocazioni cromosomiche

I linfomi, analogamente alla maggior parte delle neoplasie, sono
caratterizzati da lesioni genetiche in grado di determinare 1’attivazione di
proto-oncogeni o I'inattivazione di geni oncosoppressori. I proto-oncogeni
sono geni normalmente coinvolti nella regolazione dei processi di crescita e

proliferazione cellulare, con la potenzialita di contribuire alla
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trasformazione neoplastica, quando strutturalmente o funzionalmente
alterati. (Rezuke et al, 1997). L’avvento delle tecniche di genetica
molecolare ha permesso di identificare nelle neoplasie linfoidi, molteplici
lesioni genetiche, integralmente coinvolte nella loro patogenesi. La
maggior parte delle anomalie genetiche identificate, sono ascrivibili a
traslocazioni cromosomiche che determinano la trasposizione di un proto-
oncogene da un cromosoma all’altro, inducendone 1’attivazione (Rezuke et
al, 1997; Harris et al, 2001). Una traslocazione cromosomica, ¢ in grado di
attivare un proto-oncogene anche attraverso la formazione di un trascritto
di fusione, derivante dalla combinazione di due geni, localizzati nei due
punti di rottura dei cromosomi coinvolti nella trasposizione (Rezuke et al,
1997; Medeiros e Carr, 1999; Harris et al, 2001). Le traslocazioni
cromosomiche determinano delle deregolazioni trascrizionali di proto-
oncogeni, attraverso due meccanismi: la deregolazione omotopica, che si
verifica quando vi ¢ un’alterazione della regolazione di un proto-oncogene
che viene fisiologicamente espresso dalla cellula e la deregolazione
eterotopica, che si riferisce all’attivazione di un proto-oncogene che
normalmente non viene espresso dalla cellula (Harris et al, 2001).

Dal punto di vista diagnostico, la scoperta di traslocazioni cromosomiche
specifiche in determinati tipi di linfoma, ha permesso di complementare e
raffinare 1 criteri classificativi dell’istologia tradizionale, portando
all’identificazione di specifici tipi nosologici in base alla presenza o
I’assenza di una determinata lesione genetica. Tale considerazione ¢
soprattutto valida per i linfomi non-Hodgkin ed in particolar modo per i B-
diffusi a grandi cellule (DLBCL) un gruppo di neoplasie, eterogeneo dal
punto di vista clinico e prognostico in cui i criteri morfologici non sono
sufficienti a stabilire I’esatta entita patologica ( De Paepe e Wolf-Peeters,

2007).
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Quattro esempi di proto-oncogeni identificati nelle neoplasie linfoidi e
coinvolti nella loro patogenesi sono il bcl-2 (linfoma follicolare), il bcl-1
(linfoma mantellare) il ¢-MYC (linfoma di Burkitt) ed il PAX-5 (linfoma
linfoplasmacitico) (Rezuke et al, 1997; Harris et al, 2001; Kocjan, 2005;
Bende et al, 2007).

A differenza della maggior parte dei proto-oncogeni, il bcl-2 non regola
direttamente la proliferazione cellulare, bensi ¢ preposto al controllo della
morte cellulare programmata o apoptosi (Harris et al, 2001). Nell’ambito
dei linfomi follicolari, la sua attivazione avviene tramite la traslocazione
t(14;18) (q32;921), che determina la giustapposizione del gene bcl-2,
(cromosoma 18), al locus H (cromosoma 14) cui consegue la deregolazione
trascrizionale omotopica di tale gene: I’iperespressione di bcl-2 cosi
ottenuta protegge la cellula neoplastica dall’apoptosi. La traslocazione
t(14;18) ¢ stata segnalata in oltre 1’80% dei casi di linfoma follicolare
umano (Rezuke et al, 1997; Harris et al,2001).

La traslocazione t(11;14)(q13;q32) associata al linfoma mantellare
determina la giustapposizione del proto-oncogene bcl-1(anche conosciuto
come CCND-1), posto sul cromosoma 11, al segmento genico J del locus H
nel cromosoma 14. Tale trasposizione determina la deregolazione
eterotopica del gene bcl-1 che codifica per la Ciclina D1, coinvolta nella
progressione dalla fase G1 alla fase S, promovendo di conseguenza la
proliferazione cellulare (Harris et al 2001).

Le traslocazioni che coinvolgono 1’oncogene c¢-MYC, sono presenti nel
100% dei linfomi di Burkitt AIDS-correlati (Harris et al, 2001). II 75%
delle traslocazioni cromosomiche che si manifestano in questa patologia
sono di tipo t(8;14)(q24;q32), e determinano lo spostamento del locus c-
MYC (cromosoma 8), verso la porzione distale del locus H, sul cromosoma

14 (Busch et al, 2004). La conseguenza pit comune di tale trasposizione ¢
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la deregolazione omotopica del gene c-MYC che codifica per una
fosfoproteina nucleare, deposta al controllo della crescita e della
proliferazione cellulare (Harris et al, 2001). I siti di rottura cromosomica di
c-MYC e dei geni del locus H, sono specifici per ogni paziente; di
conseguenza la traslocazione c-MYC/H, rappresenta un marker molecolare
paziente-specifico (Busch et al, 2004).

Un’ulteriore esempio di marker molecolare di linfoma ¢ la traslocazione
t(9;14)(q13;932), riscontrata nel 50% dei linfomi linfoplasmacitici ed in
particolar modo associata allo sviluppo della Macroglobulinemia di
Waldenstrom. Tale traslocazione coinvolge oltre al locus H, il gene PAX-5
che codifica per un fattore trascrizionale specifico per il controllo della
proliferazione  B-cellulare. La trasposizione determinerebbe la
deregolazione omotopica di tale gene contribuendo alla linfomagenesi
(Harris et al, 2001).

Le traslocazioni cromosomiche in corso di linfoma, sono diventate
importanti marcatori genetici di neoplasia che non hanno soltanto
importanti implicazioni diagnostiche, ma possono essere utilizzati a fini
prognostici, nel monitoraggio della risposta terapeutica (Harris et al, 2000,

Bende et al, 2007).
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Tra le tecniche molecolari utilizzate per 1’identificazione di specifiche
traslocazioni cromosomiche, la PCR risulta quella maggiormente impiegata
come metodica diagnostica pratica e per il monitoraggio della malattia
dopo trattamento terapeutico (Rezuke et al, 1997).

Tabella 1. Traslocazioni cromosomiche in corso di linfoma. Da Harris et al, 2001,

) ) % dei  Proto-oncogene Meccanismo )
Linfoma Traslocazione ) ) S Funzione
casi coinvolto di attivazione

) o Deregolazione Controllo
Linfoplasmacitico t (9;14) 50 PAX-5 L ) )
Trascrizionale proliferazione B

Deregolazione Regolatore

Follicolare t (14;18) 90 Bcl-2 L ) )
Trascrizionale negativo apoptosi
Deregolazione Controllo Ciclo

Mantellare t (11;14) 70 Bcl
Trascrizionale cellulare
Proteina di Regolatore

MALT t (11;18) 50 APII/MLT ) ) )
Fusione negativo apoptosi
Deregolazione Controllo ciclo

Burkitt t (8;14) 80 c-MYC
Trascrizionale cellulare
Proteina di

T Anaplastico t (2;5) 60 NPM/ALK Tirosin Kinasi
Fusione

modificato.

2.2.3 Malattia Residua Minima (MRM)

Benché 1 moderni protocolli terapeutici siano in grado di indurre la
completa remissione dei sintomi in un’alta percentuale di pazienti affetti da
neoplasie linfoproliferative, la maggior parte di essi, infine, recidiva
(Bruggemann et al, 2004).

La fonte di questa ricaduta deriva dalla presenza di una popolazione
cellulare neoplastica che persiste a livelli non evidenziabili dalle metodiche

convenzionali. (Rezuke et al, 1997).
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All’ammissione clinica, un paziente affetto da wuna neoplasia
linfoproliferativa pud presentare circa 10'* cellule tumorali, che vengono
facilmente rilevate all’esame microscopico. Dopo la fase di induzione
chemioterapica, il paziente puo raggiungere la remissione clinica completa,
anche se in realtd una popolazione neoplastica di 10°-10” cellule tumorali
puo permanere. Le tradizionali tecniche morfologiche non sono in grado di
differenziare una popolazione costituita da 10’ cellule neoplastiche, da una
popolazione non neoplastica (Rezuke et al, 1997); questo significa che la
remissione clinica risulta compatibile con la persistenza di una quantita
considerevole di cellule neoplastiche residue (Bruggeman et al, 2004).
Questa “riserva” di cellule neoplastiche, evidenziabili soltanto attraverso
metodiche molecolari ¢ comunemente chiamata Malattia Residua Minima o
MRM (Braziel et al, 2003).

La malattia residua minima ha un importante significato prognostico: in
primo luogo, permette un monitoraggio molecolare del comportamento
della neoplasia durante la chemioterapia, consentendo di apprezzare la
sensibilita delle cellule neoplastiche al trattamento (efficacia terapeutica);
in secondo luogo, essa consente di individuare i pazienti ad alto rischio di
recidiva (Dolken 2001; Van der Velden et al, 2004). Tali implicazioni
prognostiche, hanno determinato la possibilita di intervenire sul piano
terapeutico al fine di ottenere la scomparsa del clone neoplastico residuo
raggiungendo la remissione molecolare completa e al contempo ridurre
I’intensita terapeutica nei pazienti con MRM non rilevabile. Tuttavia, gli
studi eseguiti sulla MRM hanno dimostrato che pazienti con diverse forme
di linfomi non-Hodgkin possono avere remissioni cliniche durature,
nonostante la persistenza di un clone neoplastico residuo e che pazienti con
diverse forme di leucemia possono mostrare una remissione clinica e

molecolare duratura, senza tuttavia raggiungere la guarigione completa
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(Bruggeman et al; 2004). Tali considerazioni hanno determinato un acceso
dibattito tra i ricercatori, soprattutto legato alla necessita di standardizzare i
tempi ed 1 modi di rilevamento della MRM e stabilirne al contempo 1’utilita
prognostica. Questi studi hanno permesso di dimostrare come la
valutazione quantitativa e la cinetica della MRM siano in realta molto piu
importanti rispetto alla sua presenza/assenza. A questo scopo sono state
validate diverse metodiche che consentono di valutare le oscillazioni
quantitative della MRM nel follow-up clinico del paziente (Donovan et al,
2000; Biondi et al).

I target utilizzati nel monitoraggio della MRM, sono principalmente due: i
riarrangiamenti genici dei recettori antigene-specifici ed i breakpoints delle
traslocazioni cromosomiche neoplasia-specifiche (Braziel et al, 2003).

La valutazione della MRM necessita di tecniche molecolari con sensibilita
maggiore rispetto a quella richiesta per 1’identificazione della clonalita; la
metodica ideale deve essere rapida, poco costosa, standardizzabile e
specifica. (Braziel et al, 2003).

Poche tecniche presentano caratteristiche di sensibilita tali da poter essere
utilizzate per rilevare la MRM nelle neoplasie linfoproliferative (Braziel et
al, 2003); una di queste ¢ l’analisi mediante PCR, che permette di
identificare una cellula neoplastica tra 10>-10 *cellule normali (Vernau e

Moore, 1999).

2.3 La PCR nella diagnosi e nel monitoraggio delle neoplasie
linfoproliferative
Quando gli studi di valutazione della clonalita vennero condotti per la

prima volta sui pazienti umani, fu impiegata con successo I’analisi

mediante ibridazione Southern Blot (SB), una metodica sensibile e
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specifica, ma afflitta da numerose limitazioni (tra cui lunghezza e
complessita di esecuzione), che ne hanno limitato I’utilizzo come tecnica
diagnostica pratica (Rezuke et al, 1997; Vernau, 2004). Nonostante la SB
risulti adeguata in fase diagnostica nell’identificazione della clonalita e
della linea di origine, manca di una sensibilita accettabile per il
riconoscimento della malattia residua minima o delle recidive incipienti.
Inoltre la necessita di utilizzare una quantita di DNA adeguata per quantita
e purezza, rendono questa tecnica poco adatta all’utilizzo clinico pratico
(Rezuke et al, 1997; Vernau, 2004).

I problemi legati all’impiego dell’ibridazione SB sono stati superati in
medicina umana grazie all’avvento della reazione a catena della polimerasi
(PCR) ed al buon esito del suo successivo adattamento per la valutazione
della clonalita nelle proliferazioni linfoidi (Rezuke et al, 1997; Medeiros e
Carr, 1999).

I test basati sulla PCR sono rapidi, applicabili su piccole quantita di DNA
(come biopsie ottenute mediante punch ed aspirati con ago sottile) o su
DNA di bassa qualita o solo parzialmente intatto (come quello estratto da
tessuti fissati in formalina od inclusi in paraffina) (Rezuke et al, 1997;
Vernau e Moore, 1999).

E un test che presenta una quantitd minima rilevabile pari allo 0,1% di
popolazione clonale linfoide, cio¢ in grado di identificare una cellula
monoclonale in 10° cellule policlonali; inoltre, [’utilizzo di target
molecolari B o T determina la possibilita di identificare la linea di origine
della neoplasia, quando questa non puo essere determinata con metodiche
immunopatologiche (Vernau e Moore, 1999).

La sensibilita, la semplicita di esecuzione e la possibilita di applicazione su

piccole quantita di DNA hanno reso la PCR la metodica molecolare cardine
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nella diagnosi e nella prognosi delle neoplasie linfoproliferative (Rezuke et
al 1997).

La necessita di individuare la MRM, quantificarla ed utilizzarla nel follow-
up clinico di ogni paziente, ha determinato un enorme sviluppo delle
tecniche basate sulla PCR, volte a migliorarne ulteriormente la sensibilita.
Una delle applicazioni piu importanti che offre la PCR ¢ quella di
amplificare un prodotto derivato dai riarrangiamenti genici clonali delle Ig
e del TCR, avvalendosi di primer consenso e di utilizzare tale prodotto, per
il sequenziamento genetico. La possibilita di conoscere la sequenza
genetica originale della neoplasia di ogni singolo paziente, ha permesso di
costruire sonde paziente-specifiche (Brisco et al, 1996; Provan et al, 1996),
determinando un incremento della sensibilita notevole (riconoscimento di
una cellula monoclonale su 10°cellule policlonali) (Jilani et al, 2006).
L’applicazione della PCR precedentemente descritta, presenta tuttavia dei
limiti legati alla complessita di esecuzione e ai costi del sequenziamento e
della successiva creazione di sonde paziente-specifiche marcate. Inoltre la
difficolta di monitoraggio di alcune neoplasie linfoidi, caratterizzate da
continue mutazioni nei cloni neoplastici, rendono le sonde paziente-
specifiche non sempre in grado di identificare la presenza di un clone
neoplastico residuo. Recentemente, Jilani e collaboratori (2006), hanno
applicato una metodica semplice che permette di ridurre i costi e la
complessita di esecuzione, migliorando al contempo la sensibilita
nell’individuazione della MRM. Tale tecnica combina la PCR alla Ligase
Chain Reaction (LCR): i prodotti ottenuti con PCR attraverso primer
consenso in fase diagnostica, vengono digeriti con enzimi di restrizione ed i
frammenti cosi ottenuti, vengono utilizzati nel follow-up molecolare. La
PCR eseguita nel monitoraggio della MRM, puo contenere una quantita di

prodotto inadeguata per renderne possibile la visualizzazione su gel di
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agarosio e, talvolta anche su sequenziatore automatico. Tuttavia, se il
prodotto si ¢ formato e percio se persiste un clone neoplastico, ¢ possibile
combinare tale prodotto con i frammenti ottenuti in fase diagnostica, in
presenza di una Ligasi. Tale enzima riconosce selettivamente uno stampo
(costituito dal prodotto PCR) e ricombina i frammenti solo se lo stampo ¢
perfettamente identico. In questo modo, ¢ possibile visualizzare un prodotto
PCR altrimenti non identificabile: tale combinazione PCR/LCR, ha
permesso di aumentare la sensibilita della metodica fino al riconoscimento
di 1 cellula clonale su 500’000 (5 x 105) (Jilani et al, 2006).

Un’ ulteriore evoluzione della tecnica PCR, riguarda la validazione della
metodica Real-Time PCR per la ricerca di riarrangiamenti clonali delle Ig e
del TCR, nel monitoraggio della MRM. La RT-PCR permette una
valutazione quantitativa del clone neoplastico residuo e consente di
monitorarne le oscillazioni, durante il follow-up della malattia. La
quantificazione della MRM, presenta notevole valenza prognostica poiché
consente di suddividere i pazienti in categorie di rischio, in relazione alla
quantita di clone neoplastico presente (maggior presenza quantitativa di
MRM, maggior rischio di recidiva precoce) (Biondi et al, 2000; Donovan et

al, 2000; Uchiyama et al, 2003).

2.3.1 Amplificazione dei riarrangiamenti genetici dei recettori

antigene-specifici tramite PCR

Nel primo Capitolo di questo lavoro, ¢ stato descritto il complesso
meccanismo di riarrangiamento genico del TCR e delle immunoglobuline,
in cui la scelta dei segmenti genici da ricombinare avviene in maniera
relativamente casuale, in modo tale che ogni singola cellula B o T sia

caratterizzata da un unico pattern di riarrangiamenti recettoriali (Vernau,
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2004). In una neoplasia linfoide, al contrario, ogni clone di cellule
neoplastiche B o T presenta un unico ed identico riarrangiamento genico
delle Ig o del TCR, che puo essere utilizzato come marker molecolare
specifico di clonalita (Rezuke et al, 1997; Medeiros e Carr, 1999).

A questo scopo, la PCR viene applicata nell’identificazione di
riarrangiamenti genici clonali in quei segmenti di DNA che codificano per
le regioni variabili dei geni delle Ig e del TCR, amplificando le V(D)J
splice junctions di entrambi 1 tipi di recettore.

L’eterogeneita dell’aggiunta (e della delezione) dei nucleotidi N nei punti
di giunzione tra i segmenti genici V, D e J, determina un fingerprint
esclusivo per ogni dato riarrangiamento che offre un bersaglio sensibile e
specifico per I’amplificazione mediante PCR (Rezuke et al, 1997; Vernau e
Moore, 1999; Cazzaniga e Biondi, 2005).

Il riarrangiamento clonale dei segmenti VDJ della catena pesante delle Ig ¢
tipico delle neoplasie linfoidi a cellule B e puo essere amplificato mediante
PCR utilizzando primer che legano il segmento genico V ed il segmento
genico J della regione variabile delle catene pesanti delle Ig.

La Figura 11 mostra come si realizza, mediante PCR I’amplificazione

genica dei riarrangiamenti immunoglobulinici.
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Primer V

3' Linea Germinale

“pimer J
Nessun prodotto PCR

Primer V

Primer J A B C

3' Riarrangiamento VDJ

Prodotto PCR

Prodotto PCR monoclonale su gel
di Agarosio (C)

Figura 11 Illustrazione schematica del funzionamento della PCR nell’identificazione di

un riarrangiamento genico B. Da Rezuke et al; 1997, modificato.

Per amplificare con successo un segmento di DNA, 1 primer utilizzati
devono riconoscere seunenze geniche poste all’interno di una corta
sequenza di DNA. Nello s%hema genico della linea germinale, le sequenze
target dei primer all’interno dei segmenti genici V e J sono ampiamente
separate per 1’assenza dei riarrangiamenti genici, percio non ¢ possibile
ottenere alcun prodotto amplificato (Figura 11, linea A); soltanto in caso di
riarrangiamento VDJ, la vicinanza dei segmenti genici permette
I’amplificazione di un prodotto.

In una popolazione policlonale, ciascuna cellula presenta una diversa
specificita antigenica ed un distinto riarrangiamento genico, pertanto, il

prodotto amplificato, visualizzato mediante elettroforesi, ¢ rappresentato da
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bande (frammenti) di diversa lunghezza risultanti in uno smear pattern
(Figura 11, linea B).

In una popolazione monoclonale al contrario, tutte le cellule presentano
identici riarrangiamenti, per cui il prodotto amplificato ¢ rappresentato da
una singola banda discreta (Figura 11, linea C) (Rezuke et al, 1997).

Come gia detto in precedenza, nei linfociti B, la regione variabile della
catena pesante (VH) ¢ costituita da 3 regioni framework, in cui sono
presenti sequenze nucleotidiche conservate e da 3 regioni CDR, in cui sono
presenti sequenze ipervariabili di DNA che codificano per la regione
legante I’antigene e che sono sottoposte al processo di ipermutazione
somatica. CDRI, CDRII e tutte le regioni FR sono codificate dal segmento
genico V, mentre la CDRIII viene codificata dal segmento genico D e dai

segmenti di DNA posti tra le giunzioni V-D e D-J.

Figura 12 Organizzazione genetica della regione variabile delle Immunoglobuline. Da

Rezuke et al, 1997.
I metodi comunemente impiegati in Medicina Umana riguardano

I’amplificazione della regione CDRIII della catena pesante delle Ig,

utilizzando come sonde, degli oligonucleotidi che presentano omologia con
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le sequenze conservate della regione FRIII dei segmenti genici Vy e con
quelle dei segmenti genici Jy (Ramasamy et al, 1992) .

La costruzione di primer, disegnati in accordo alla sequenza della CDR3
del clone neoplastico d’esordio, rende piu sensibile la rilevazione delle
cellule neoplastiche e puo essere utilizzato per lo studio della MRM.

Nella valutazione delle neoplasie B-cellulari, 1’utilizzo di questi primer
permette di identificare la clonalita nel 50-60% dei casi; in una buona
percentuale di pazienti, in effetti, I’amplificazione di VDJ puo non riuscire,
a causa di mutazioni che non permettono un corretto annealing, o perché,
essendo la costruzione di questi primer basata su un limitato numero di
sequenze IgH, non ¢ possibile legare tutti i possibili segmenti VH (Rezuke
et al, 1997).

Per aumentare la sensibilita di tale tecnica, ¢ possibile amplificare un
segmento di DNA pilu grande, utilizzando dei primer complementari alla
regione FRI, posta piu esternamente rispetto alla FR III (Figura 12);
quest’ultima presenta una sequenza sufficientemente conservata da rendere
possibile 1’utilizzo di un solo primer, diversamente dalla regione FRI che
richiede, per la sua eterogeneita, I’utilizzo di sette differenti primer, che
corrispondono alle 7 famiglie di geni VH, identificate in medicina umana
(Ramasamy et al, 1992).

Nonostante la maggior complessita di esecuzione, utilizzando la regione
FRI, ¢ possibile individuare riarrangiamenti genici delle immunoglobuline
nel 94% delle neoplasie linfoidi a cellule B e quindi di ridurre, rispetto al
primo metodo, il numero di falsi negativi (Ramasamy et al, 1992).

Per quanto riguarda le neoplasie a cellule T, poiché i geni del TCRa sono
molto complessi e i geni del TCRd sono spesso deleti nelle cellule T
mature, il TCRy e il TCR P rappresentano i piu efficienti target per
I’amplificazione mediante PCR (Rezuke et al, 1997).
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In medicina umana, lo studio sulla clonalita delle neoplasie
linfoproliferative a cellule T, viene eseguita mediante 1’analisi del locus y
(TCR v) che fornisce un rendimento diagnostico migliore di quella del
locus B (TCR B); questo vantaggio ¢ dato dal fatto che il locus y viene
sottoposto a riarrangiamenti genici con maggiore frequenza nelle cellule T,
indipendentemente dall’espressione del TCR di superficie. Inoltre, il
numero limitato dei segmenti genici V e la mancanza dei segmenti genici
D, rendono il locus vy, piu semplice da studiare per selezionare i primer ed
ottimizzare la PCR (Theodorou et al, 1996; Rezuke et al, 1997).

I riarrangiamenti del locus vy risultano pilt semplici da rilevare rispetto a
quelli del TCRp e rappresenterebbero pertanto una misura pill sensibile di

clonalita rispetto ai riarrangiamenti del TCRp (Burnett et al, 2003).

2.3.2 Limiti della PCR nella valutazione della clonalita e della MRM

Nonostante 1 numerosi vantaggi della PCR nella valutazione della clonalita
B e T-cellulare, tale tecnica risulta associata ad un’alta percentuale di
risultati falsi-negativi.

Come gia accennato, il mancato annealing dei primer diretti contro le
regioni FRIII e FRI in una significativa percentuale di neoplasie
linfoproliferative a cellule B, puo essere dovuto a mutazioni somatiche
all’interno delle regioni FRI e FRIII che impediscono il corretto annealing
dei primer.

L’ipermutazione somatica coinvolge i1 segmenti genici V e J ed ¢ un
processo che si realizza nelle cellule B mature dopo la loro esposizione
all’antigene.

Pertanto, nei linfomi che derivano dalle cellule B che non sono state ancora

esposte all’antigene (come quelle dello strato mantellare), il processo di
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ipermutazione somatica non ¢ significativo ed 1 falsi negativi non
costituiscono un problema.

Viceversa, nei linfomi che derivano da cellule che sono state esposte
all’antigene (come ad esempio quelli follicolari) il processo di
ipermutazione somatica ¢ sostanziale ed i falsi negativi possono risultare
superiori di numero (Rezuke et al, 1997).

Le altre cause responsabili della comparsa di falsi negativi sono
rappresentate dall’inabilita dei primer V di riconoscere le sequenze
complementari di DNA nei segmenti genici V o ancora dall’ incapacita dei
primer V e J di riconoscere alterazioni genetiche quali riarrangiamenti
parziali (riarrangiamenti DJ) o traslocazioni cromosomiche (Rezuke et al,
1997). In medicina umana la presenza di riarrangiamenti parziali ¢ molto
frequente nella leucemia linfoblastica acuta infantile, dove arriva a
rappresentare oltre il 20% dei casi (Cazzaniga e Biondi, 2005). Cosi come
in fase diagnostica tali limitazioni possono essere rilevate anche nella
valutazione della MRM, nella quale peraltro, la percentuale di falsi negativi
puo aumentare sensibilmente. In effetti, la stabilita dei marker in corso di
neoplasia non ¢ assoluta e 1 prodotti tumorali presenti negli stadi iniziali
della patologia possono essere assenti nei cloni cellulari responsabili della
recidiva. Questa instabilita ¢ generalmente dovuta al fatto che il marker
identificato al momento della diagnosi, ¢ presente solamente in un sub-
clone di cellule neoplastiche, che pud non essere il responsabile della
progressione della patologia e della successiva ricaduta: questo fenomeno ¢
noto con il nome di oligoclonalita (Cave, 1999; Paietta, 2002).

Un’ altra possibilita ¢ che il marker clonale possa essere modificato da un
riarrangiamento genico secondario. Questo fenomeno prende il nome di

evoluzione clonale (Cave, 1999).
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Sebbene il rilevamento della MRM possa essere ostacolata dall’instabilita
dei marker e dalla probabilita di cambiamento nel pattern dei
riarrangiamenti durante 1’evoluzione della neoplasia, il rischio di un
risultato falso negativo ¢ basso quando lo studio della MRM viene condotto

durante gli stadi precoci del trattamento (Cave, 1999).
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CAPITOLO 3:

I riarrangiamenti genici clonali dei recettori antigene-specifici

nelle neoplasie linfoproliferative canine

3.1 Introduzione

Com’¢ noto da tempo, le neoplasie linfoproliferative canine presentano,
seppur con differenze specie-specifiche, un’alta similitudine con la
controparte umana, tanto che il cane ¢ stato pil volte proposto come
modello sperimentale spontaneo per lo studio di queste neoplasie (Knapp e
Waters, 1997; Vail e McEwen, 2000; Gentilini et al, 2005).

In Medicina Veterinaria la diagnosi di neoplasia linfoproliferativa, viene
effettuata in prima istanza attraverso la valutazione morfologica dei
preparati cito/istologici, che solitamente ¢ in grado di individuare e
classificare una neoplasia linfoide; tuttavia, gli stessi errori diagnostici e
limiti interpretativi riscontrati in Medicina Umana, sono presenti anche in
Medicina Veterinaria. Analogamente alla controparte umana, gli studi
immunopatologici hanno contribuito a migliorare il protocollo diagnostico
e la classificazione dei linfomi canini, poiche 1’avvento delle tecniche di
biologia molecolare ¢ troppo recente per poter coadiuvare il percorso
diagnostico clinico o avanzare ipotesi patogenetiche. Nondimeno, negli
ultimi 8 anni, 'interesse nella validazione di marker molecolari di
neoplasia ha prodotto diversi studi, soprattutto rivolti alla valutazione della
clonalita in corso di neoplasie linfoproliferative canine (Vernau e Moore,
1999; Burnett et al, 2003; Avery e Avery, 2004; Vernau, 2004; Tamura et
al, 2006; Yagihara et al, 2007). Sono stati effettuati anche alcuni studi di
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citogenetica e recentemente ¢ stato dato inizio ad un progetto di valutazione
dell’espressione genica dei linfomi su di un’ampia casistica, sebbene
I’applicazione clinica diagnostica e prognostica delle traslocazioni
cromosomiche appaia ancora lontana. (Thomas et al, 2003; Modiano,
2004).

La presenza di differenze specie-specifiche tra la genetica delle
immunoglobuline nell’'uomo e nel cane implicano spesso approcci
differenti o in ogni caso non del tutto sovrapponibili.

Un esempio evidente ¢ I'utilizzo della clonalita delle catene leggere come
marker di neoplasia linfoproliferativa che viene effettuato in Medicina
Umana: la possibilita di utilizzare le catene leggere a scopo diagnostico ¢
possibile poiché fisiologicamente le catene di isotipo k e A si trovano in
rapporto di equilibrio, per cui I’identificazione di linfociti B che esprimono
in predominanza un isotipo piuttosto che un altro & indicativa di una
popolazione monoclonale (Rezuke et al, 1997).

In Medicina Veterinaria, la fisiologica predominanza della catena leggera A
( in rapporto 90% a 10%) rende difficile il suo utilizzo come marker di
clonalita a meno che non venga dimostrata, tramite metodiche
immunopatologiche, la completa positivita anticorpale verso la catena
leggera A associata alla negativita anticorpale verso la catena leggera k (

Arun et al, 1996; Avery e Avery, 2004; Vernau, 2004).
3.2 Identificazione dei primer consenso per la ricerca della

clonalita nelle neoplasie linfoidi B canine

Nella diagnostica molecolare dei linfomi canini per I’amplificazione della
regione variabile delle Immunoglobuline (VH) si utilizzano primer

consenso, ossia sequenze costruite su nucleotidi altamente conservati nella
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regione target. I primi primer consenso validati in Medicina Veterinaria,
risalgono al 2003, quando Burnett e collaboratori (2003), li disegnarono su
sequenze di  DNA complementare (cDNA), ottenute tramite
retrotrascrizione dell’ RNAm estratto da una milza di cane sano. Il cDNA
fu clonato, sequenziato e successivamente allineato, evidenziando la
presenza di 5 sequenze con differenze significative (5 cloni). Nonostante le
diversita riscontrate, tutti € 5 i cloni presentavano una sequenza altamente
conservata in corrispondenza della FRIII putativa che poteva essere
amplificata, tramite PCR, da un unico primer comune VH(primer forward);
tali cloni contenevano altresi due sequenze altamente conservate a livello
della regione J putativa, amplificabili tramite 2 diversi primer JH (primer
reverse). Secondo gli autori il primer forward e 1 due primer reverse, non
potevano essere combinati in un’unica reazione, pertanto le reazioni di
amplificazione della regione variabile delle Ig, in relazione al primer J
utilizzato furono designate IgH maior, in grado di amplificare la
maggioranza dei riarrangiamenti genici possibili ed IgH minor, in grado di
amplificare solo una piccola proporzione di essi. Il set di primer cosi
ottenuto, ¢ stato contestualmente utilizzato su campioni diagnostici,
determinando 1’identificazione di una popolazione clonale nel 91% delle
neoplasie linfoidi testate (Burnett et al, 2003).

Successivamente all’avvento del completo sequenziamento del genoma
canino, un ulteriore studio basato sull’analisi informatica delle sequenze
depositate sui database, scaturiti dal completamento degli studi genetici sul
cane, ha ridefinito i primer da utilizzare nella ricerca della clonalita B-
cellulare (Tamura et al, 2006). Confrontando le sequenze di cDNA del
locus H depositate in precedenza, con tutte le sequenze genomiche della
regione variabile delle immunoglobuline canine, presenti sui database, i

ricercatori sono stati in grado di individuare un singolo gene, posto sul

53



cromosoma 8, contenente 61 diversi segmenti genici V ed un solo
segmento genico J. Allineando i 61 segmenti genici V, ¢ stato possibile
identificare, in corrispondenza della FRIII, una sequenza altamente
conservata di 20 nucleotidi; su questa e sull’unico segmento J sono stati
disegnati i primer in grado di amplificare, mediante PCR, la regione
ipervariabile CDRIII, consentendo la valutazione della clonalita nei linfomi
canini, con un'unica coppia di primer (Tamura et al, 2006).

3.3 Identificazione dei primer per I’amplificazione genica del
TCR

Lo stesso criterio utilizzato per I’identificazione della clonalita B, ¢ stato
utilizzato da Burnett e collaboratori (2003) per il TCR. La decisione di
indirizzare le ricerche sul locus v, ¢ stata dettata dalle stesse considerazioni
effettuate in Medicina Umana, gia descritte nel precedente Capitolo di
questa tesi. Il metodo utilizzato per I’acquisizione del cDNA dal timo di un
cane sano e la successiva creazione dei primer ¢ stato lo stesso utilizzato
per le Immunoglobuline. Anche in questo caso i ricercatori hanno ottenuto
5 cloni sui quali, ricercando le sequenze conservate, sono stati disegnati i
primer. Cosi come per le Immunoglobuline anche il locus TCR, ¢ stato
amplificato attraverso un primer forward comune V e due primer reverse,
Jy. A differenza del set di primer per le Ig, i tre primer sono stati utilizzati
nella stessa reazione. Anche in questo caso 1’utilizzo di queste sonde ¢ stata
in grado di determinare la presenza di una popolazione linfoide nei
campioni sottoposti ad indagine molecolare (Burnett et al, 2003).

Come in precedenza, anche in questo caso il gruppo di ricercatori
giapponesi autori dello studio basato sul genoma canino, ha utilizzato lo
stesso criterio investigativo applicato sui linfomi B, al TCR canino,

arrivando ad avanzare un’ipotesi sull’organizzazione genetica dell’intero
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locus y (Yagihara et al, 2007). In questo studio sono stati identificati 22
cloni codificanti i1 TCR canino attraverso i quali, tramite analisi
computerizzata del database genetico del cane, ¢ stato possibile identificare
almeno 4 repertori di regioni V, appartenenti a due distinti sottogruppi, € 6
regioni J anch’esse suddivisibili in 2 sottogruppi, in base a similitudini di
sequenza (Yagihara et al, 2007). Questi dati hanno permesso la creazione di
4 primer ognuno dei quali specifico per ogni sottogruppo: la combinazione
delle quattro sonde identificate ha permesso di individuare una popolazione
clonale nella totalita dei campioni neoplastici testati (11 linfomi e leucemie

T), distinguendoli da campioni iperplastici e sani (Yagihara et al, 2007).

3.4 Sensibilita della PCR nella valutazione della clonalita dei
riarrangiamenti genici dei recettori antigene-specifici nelle

neoplasie linfoproliferative canine

L’applicazione pratica ad un ampio studio casistico delle tecniche PCR
validate in Medicina Veterinaria ha permesso di valutarne pregi e limiti.
Come accennato precedentemente, nello studio eseguito da Burnett e
collaboratori (2003), la sensibilita della PCR nella valutazione della
clonalita delle neoplasie linfoidi B e T canine ¢ stata approssimativamente
del 90% (77 campioni positivi a PCR su 101 soggetti inclusi nello studio
per diagnosi citomorfologica di neoplasia linfoproliferativa). Tale
sensibilita si ¢ dimostrata molto piu alta di quella ottenuta in analoghi studi
sull’uomo (Vernau, 2004).

Gli stessi autori hanno tuttavia evidenziato come la tecnica PCR da loro
validata presenti una diversa sensibilita quando utilizzata su campioni

provenienti da tessuti linfoidi od ottenuti da tessuti non linfoidi. Nel tessuto
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linfoide, la PCR ¢ molto sensibile e presenta una quantita minima rilevabile
di 1 cellula neoplastica su 1000 (Burnett et al.; 2003); al contrario nel
tessuto non linfoide, la sensibilita ¢ risultadecisamente inferiore (1 linfocita
neoplastico in una popolazione di 100 linfociti non neoplastici) (Lana et al,
2006). Una possibile spiegazione riguarderebbe la competizione, durante
I’amplificazione, tra le sequenze geniche riarrangiate dei linfociti normali e
il DNA neoplastico (Burnett et al, 2003).

La PCR diagnostica, per avere un valido riscontro pratico deve in ogni caso
poter essere applicata a matrici diagnostiche anche molto diverse tra loro.
Burnett e collaboratori hanno dimostrato come la tecnica PCR potesse
essere applicabile a qualsiasi matrice biologica: campioni bioptici, fluidi
cavitari, ago-aspirati, midollo osseo, e materiale citologico.

Anche nell’applicazione su sangue periferico, la PCR per la ricerca della
clonalita linfoide si ¢ dimostrata piu sensibile rispetto alla valutazione
citomorfologica nell’identificazione di una popolazione clonale. Nello
studio di Keller e collaboratori (2004), il 76% dei soggetti affetti da
linfoma in stadio clinico III/V o VI/V hanno presentato una positivita PCR
su sangue periferico, nonostante la valutazione citomorfologica eseguita
contestualmente su midollo e sangue fosse risultata negativa. Tale riscontro
molecolare, ha permesso la collocazione di questi soggetti nel V stadio
WHO (coinvolgimento neoplastico del midollo), che non sarebbe stata
possibile con il solo ausilio delle tecniche morfologiche tradizionali.
Tuttavia, tale positivita non ha costituito un fattore prognostico negativo
nel follow-up clinico dei pazienti (Lana et al, 2006).

Nonostante 1 numerosi vantaggi della PCR nella valutazione della clonalita
B e T cellulare, anche negli studi sul cane, la tecnica ha dimostrato di

essere associata a risultati falsi negativi e falsi positivi.
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Di conseguenza, la valutazione della clonalita deve essere sempre
interpretata insieme ai riscontri clinici, morfologici ed immunofenotipici e
nel rispetto dei limiti di sensibilita e di specificita della tecnica utilizzata
(Avery e Avery 2004).

La mancanza di riarrangiamenti genici clonali dei recettori antigene-
specifici nei casi di neoplasia linfoide confermata (falsi negativi) puo
essere dovuto a varie cause.

E’ possibile che 1 primer comunemente utilizzati nel cane e nell’'uomo non
siano in grado di riconoscere tutte le possibili ricombinazioni VDJ:
pertanto, una neoplasia linfoide che presenti ricombinazioni VD] tali per
cui i primer utilizzati non sono in grado di riconoscere alcuna sequenza
nucleotidica ad essi complementare, potrebbe produrre un risultato falso
negativo all’indagine PCR.

Il sequenziamento del genoma canino ha permesso di stabilire con quale
grado 1 primer comunemente utilizzati riescano a riconoscere le
ricombinazioni VDJ (Avery e Avery 2004); tale riscontro, ha consentito di
perfezionare la tecnica PCR, tramite la costruzione di nuovi primer in
grado di assicurare una “copertura” piu completa di tutti i possibili
riarrangiamenti (Vernau, 2004).

E’ possibile inoltre, che il “fallimento” dei primer diretti contro la regione
FRIII in una significativa percentuale di neoplasie linfoproliferative a
cellule B, possa essere dovuto a mutazioni somatiche all’interno della
regione variabile riarrangiata delle Ig che impediscono il corretto annealing
dei primer (Vernau, 2004).

In Medicina Umana, quest’ultimo problema ¢ stato superato tramite la
creazione addizionale di primer consenso diretti verso le regioni FRI e
FRII, in aggiunta a quelli utilizzati per I’amplificazione dei riarrangiamenti

del locus della catena leggera k delle Ig. I riarrangiamenti delle Ig k non

57



sono, infatti, sottoposti al processo di ipermutazione somatica € percid sono
ritenuti target stabili per I’amplificazione mediante PCR (Vernau, 2004).
Un’altra causa di falsa negativita all’indagine PCR, pu0 essere legata alla
natura della neoplasia stessa: alcune neoplasie linfoproliferative derivano
da cellule Natural Killer in altre parole da linfociti privi di recettore (anche
dette cellule non-B, non-T), pertanto, non ¢ presente né identificabile alcun
riarrangiamento genico. Un altro esempio ¢ rappresentato dalle neoplasie
linfoidi che coinvolgono 1 precursori dei linfociti che presentano la
configurazione genetica della linea germinale: anche in questo caso
I’assenza di riarrangiamenti genici dei recettori antigene-specifici, non
permette I’amplificazione del prodotto PCR (Avery e Avery, 2004).

Nello studio di Lana e collaboratori (2006), allo scopo di determinare se i
risultati falsi negativi fossero legati alla presenza di una particolare
neoplasia oppure ad un limite della tecnica, sono stati confrontati i tempi di
sopravvivenza e i1 Disease Free Interval (DFI/ intervallo libero da malattia)
dei pazienti affetti da linfoma che hanno mostrato riarrangiamenti genici
clonali e quelli che, viceversa sono risultati falsi negativi; la mancanza di
una differenza significativa dei DFI e dei tempi di sopravvivenza tra i due
gruppi ha indotto ad ipotizzare che la causa dei risultati falsi negativi fosse
da imputare al mancato annealing dei primer consenso (Lana et al, 2006).
E’ infine possibile che i risultati falsi negativi possano essere legati alla
presenza di un numero di cellule neoplastiche inferiore alla quantita
minima rilevabile dalla PCR (1 cellula neoplastica su 100 o 1000 linfociti
normali) (Avery e Avery 2004). Questa eventualita si verifica soprattutto
quando i campioni che sono sottoposti ad indagine molecolare, provengono
da soggetti in remissione clinica anziché in ammissione: quest’ultima

considerazione costituisce un limite significativo all’utilizzo di questi
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primer nella valutazione della Malattia Residua Minima (Avery e Avery,
2004).

Alcune neoplasie linfoidi possono mostrare riarrangiamenti genici biclonali
o multipli (pattern oligoclonale) dello stesso recettore antigene-specifico
(Avery e Avery 2004). Per analogia a quanto osservato in Medicina
Umana, ¢ possibile che il riarrangiamento biclonale dello stesso recettore
antigene-specifico sia determinato dall’esistenza di due popolazioni di
cellule neoplastiche o dalla presenza di riarrangiamenti non produttivi sul
secondo cromosoma (fenomeno di mancata esclusione allelica) (Burnett et
al, 2003).

I riarrangiamenti multipli potrebbero essere indotti dalla trasformazione
della neoplasia in cloni multipli che hanno subito successivi
riarrangiamenti CDR3 (come descritto per il linfoma a cellule B nell’'uomo)
o dalla presenza di cloni multipli generati per stimolazione di un processo
trasformante, quale I’esposizione ad un carcinogeno o il risultato di un
processo virale (come descritto per 1’infezione umana da HTLV-1 (human

T-cell lymphotropic virus-1) (Burnett et al, 2003; Avery e Avery 2004).
3.5 Specificita della PCR nella valutazione della clonalita dei
riarrangiamenti genici dei recettori antigene-specifici nelle

malattie linfoproliferative canine

L’analisi dei prodotti PCR mediante elettroforesi su gel di poliacrilamide,
non sempre permette una facile differenziazione tra riarrangiamenti genici
monoclonali ed oligoclonali o policlonali; ¢ quanto accade quando viene
utilizzato il TCRy, per la valutazione della monoclonalita nelle malattie
linfoproliferative T (Avery e Avery, 2004). Come precedentemente

riportato, il locus y viene maggiormente utilizzato perché oltre a fornire un
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rendimento diagnostico superiore rispetto al locus P, presenta un limitato
numero di segmenti genici V sottoposti al processo di ricombinazione; a
causa di questa minore eterogeneita tra i riarrangiamenti genici, il TCRy
costituisce un sistema piu semplice per la costruzione di primer consenso,
ma per lo stesso motivo in grado di indurre la comparsa di risultati falsi
positivi (Vernau e Moore, 1999; Vernau, 2004). Alcuni campioni
provenienti da soggetti non affetti da neoplasia linfoide possono mostrare
riarrangiamenti genici clonali: ¢ il caso di alcune infezioni (tra cui
I’Ehrlichiosi sostenuta da E.canis) che sono in grado di indurre un
riarrangiamento clonale T (Vernau e Moore, 1999; Burnett et al.; 2003).
Tale popolazione monoclonale od oligoclonale, sarebbe indotta dalla
presenza di cellule T trasformate ma non ancore evolute verso un evidente
stato neoplastico, (come gia precedentemente descritto nell’infezione da
visus HTLV in Medicina Umana) oppure da una popolazione di cellule T
iperplastiche reattive, che recedera successivamente (come 1’infezione da
virus di Epstein-Barr) (Burnett et al.; 2003). Nessuno studio in Medicina
Veterinaria, ha valutato il decorso clinico di cani positivi a PCR per
riarrangiamenti clonali T in corso di Ehrlichiosi o altre patologie
infiammatorie per la possibile insorgenza di neoplasie linfoidi conclamate
(Avery e Avery 2004). Tale considerazione ¢ particolarmente importante
quando 1 risultati PCR vengono designati come falsi positivi solo sulla base
di risultati citologici o istologici negativi € non nel rispetto dell’eventuale
decorso clinico. In uno studio sull’'uomo, 80 casi di iperplasia linfoide
benigna o atipica sono stati testati per la valutazione della clonalita, e tutti i
pazienti che hanno mostrato riarrangiamento genico clonale T o B hanno
sviluppato una neoplasia entro i due anni (Avery e Avery 2004).

La “pseudoclonalita” rappresenta un’altra causa di risultati falsi positivi,

determinata dall’utilizzo di primer consenso. Essa si verifica quando il
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campione testato contiene pochi linfociti (es. un tessuto non linfoide) o
DNA di scadente qualita (es. un tessuto fissato in formalina). In questi casi,
il DNA puo essere amplificato solo da un piccolo numero di linfociti
normali e dare cosi I’'impressione della presenza di una popolazione
linfocitaria clonale. Per limitare il fenomeno della pseudoclonalita, ¢ quindi
importante testare la sensibilita e la specificita della tecnica utilizzata nelle
differenti matrici diagnostiche (in particolare tessuto fissato in formalina

contro tessuto fresco) (Avery e Avery 2004).

3.6 Determinazione della linea di origine delle neoplasie linfoidi
mediante scoperta dei riarrangiamenti genici dei recettori

antigene-specifici.

Nell’'uomo e nel cane, 1’analisi clonale dei riarrangiamenti genici dei
recettori antigene-specifici pu0 essere utilizzata anche per contribuire
all’accurata assegnazione della linea di origine delle neoplasie linfoidi, in
particolare nei casi in cui le tecniche immunopatologiche non risultino
esaustive. Questa possibilita ¢ soprattutto importante considerando la
valenza prognostica della linea di origine nelle neoplasie linfoproliferative
canine (Vail, 2000).

Il riscontro di un riarrangiamento genico del TCR ¢ considerato sufficiente
a giustificare la definitiva classificazione della neoplasia come
appartenente alla linea cellulare T, con una certezza paragonabile al valore
dei riarrangiamenti delle Ig nelle neoplasie linfoidi B (riarrangiamenti
genici di linea appropriata). Sebbene queste conclusioni siano considerate
generalmente vere, non possono valere in senso assoluto se prese

singolarmente: 1’interpretazione dei risultati ai fini dell’assegnazione della
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linea di origine deve essere effettuata con cautela (Vernau, 2004).
Risultano di dubbia interpretazione anche quei casi dove si verificano
entrambi 1 tipi di riarrangiamento genico dei recettori antigene-specifici (sia
T che B): non ¢ chiaro in effetti se si possa trattare di una doppia clonalita
neoplastica o se si debba considerare la possibilita di un risultato falso
positivo su una delle due linee cellulari (Burnett et al.; 2003).

L’identificazione tramite PCR dei riarrangiamenti genici clonali dei
recettori antigene-specifici, puo senz’altro consentire la diagnosi piu
accurata delle neoplasie linfoproliferative in Medicina Veterinaria e
potrebbe essere impiegata anche come marker di MRM. La possibilita di
monitorare con tecniche molecolari tali neoplasie, apporterebbe senz’altro
notevoli miglioramenti nella comprensione della patogenesi e
dell’evoluzione di queste neoplasie che, come noto, nel 90% dei casi
recidivano invariabilmente entro due anni: tali studi potrebbero altresi
consentire di modulare il trattamento terapeutico, al fine di ottenere
remissioni pitt durature. Un tentativo preliminare di applicare un approccio
molecolare finalizzato alla valutazione della MRM ¢ stato impiegato
recentemente dal nostro gruppo di ricerca. I risultati di questa tesi
comprendono ed ampliano le strategie, i metodi ed i risultati di questo

approccio.
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Sperimentazione

Premessa
Il presente studio sperimentale & stato condotto su campioni biologici

ottenuti da 107 cani affetti da linfoma afferiti al Dipartimento Clinico
Veterinario dell’Universita di Bologna da Gennaio del 1997 ad Agosto del
2006.

Le linee di ricerca applicate sono state due, pertanto il lavoro sperimentale
¢ stato suddiviso in due parti: diagnosi molecolare di linfoma e prognosi
molecolare di linfoma.

La prima parte, ha avuto come obiettivo il miglioramento della sensibilita e
della specificita nella diagnosi molecolare di linfoma canino, con
particolare riferimento alle matrici pii comunemente ottenute in prima
linea nel protocollo diagnostico clinico (aspirazioni con ago sottile; AAS).
La seconda parte ha avuto come obiettivo, 1’applicazione delle metodiche
di biologia molecolare al fine di individuare la Malattia Residua Minima
nei cani affetti da linfoma e sottoposti a trattamento antiblastico, attraverso
matrici diagnostiche di semplice reperimento ottenute tramite tecniche di
prelievo minimamente invasive. Le ipotesi sperimentali, i metodi utilizzati

ed 1 risultati ottenuti sono riportati nei Capitoli successivi.
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CAPITOLO 4:
Materiali e metodi

Parte I: Diagnosi molecolare di linfoma

4.1 Introduzione
In questo studio sono stati analizzati i campioni provenienti da 107 cani

affetti da linfoma giunti in visita presso il Dipartimento Clinico Veterinario
nel periodo compreso tra Gennaio 1997 ed Agosto 2006.

In tutti i casi la diagnosi di linfoma ¢ stata ottenuta mediante esame
citologico e/o istologico dei tessuti interessati dal processo patologico. I
preparati cosi ottenuti sono stati successivamente sottoposti ad estrazione
del DNA ed utilizzati per la ricerca di riarrangiamenti genici clonali dei
recettori antigene-specifici tramite PCR e successiva visualizzazione con
elettroforesi capillare.

4.2 Criteri di inclusione

I casi clinici inclusi in questo studio sono stati selezionati in modo
retrospettivo analizzando il database delle patologie linfoproliferative del
Dipartimento Clinico Veterinario. Il primo criterio di inclusione utilizzato
ha riguardato la diagnosi citologica e/o istologica di linfoma. La diagnosi
citologica dei soggetti afferiti al Dipartimento da Gennaio 2000 ad Agosto
2006 ¢ stata effettuata attraverso la lettura e I’interpretazione dei preparati
eseguita in modo indipendente da almeno due patologi clinici del
Dipartimento Clinico; 1 casi antecedenti tale periodo (1997-2000) sono
stati inclusi in questo studio pur non essendo stati valutati dallo stesso
personale, per la presenza di un referto citologico indicativo di linfoma. Nei

casi in cui siano state effettuate sia I’indagine citologica che istologica,
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quest’ultima ¢ stata ritenuta I’esame di riferimento, pertanto, la mancata
concordanza diagnostica tra i due esami ha determinato 1’esclusione di quei
soggetti con indagine citologica positiva ed istologica negativa. Tra tutti 1
soggetti  selezionati come precedentemente esposto sono  stati
definitivamente inclusi i soggetti per i quali era disponibile una matrice
biologica da sottoporre ad estrazione e successiva amplificazione del DNA.

4.3 Matrici
I campioni patologici disponibili per 1’esecuzione della prova sperimentale

sono stati 107 (Gruppo soggetti patologici), di cui 102 preparati citologici
fissati, colorati e conservati a temperatura ambiente e 5 tessuti bioptici
conservati a —20°, non fissati in formalina e non inclusi in paraffina. I
tessuti di provenienza di tali campioni erano rappresentati da 91 prelievi
citologici linfonodali (linfomi multicentrici), 4 aspirati intestinali (linfomi
extranodali a localizzazione enterica), 2 epatici (1 linfoma multicentrico
con coinvolgimento epatico ed un linfoma extranodale epatico), 2 tessuti
cutanei (2 linfomi extranodali cutanei), 1 mediastinico e 3 splenici (linfomi
extranodali a localizzazione splenica), 3 aspirati midollari (linfomi
multicentrici in V stadio WHO) e un’impronta da biopsia gastrica (linfoma
extranodale gastrico). Sono stati altresi selezionati 5 tessuti linfonodali
ottenuti in sede autoptica da soggetti morti per cause non correlabili al
processo patologico oggetto di questo studio (avvelenamento stricnico e da
rodenticidi) e denominato Gruppo di controllo Sani e 5 tessuti linfonodali
provenienti rispettivamente da 3 cani affetti da Leishmaniosi e 2 cani affetti
da Ehrlichiosi (Gruppo di controllo Iperplastici).

4.4 Estrazione del DNA
IL DNA dai campioni citologici ¢ stato ottenuto tramite raschiamento con

lama di bisturi del materiale fissato e colorato nel preparato citologico e

sottoposto a successiva estrazione con Kit commerciale (Qiamp DNA
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micro kit, Qiagen®, Protocollo Isolation of genomic DNA from dried blood
spots”, fornito dal produttore).

I campioni istologici ottenuti in sede autoptica o prelevati tramite Tru-cut
sono stati pesati e successivamente lisati secondo il seguente protocollo:
100mg di tessuto + 100ul di tampone di lisi (Tris HC1 1M, pH 8, EDTA
0,5M, NaCl 5M e SDS 10%) + 5 ul di proteinasi K (10mg/ml). Al termine
dell’incubazione (2 ore a 55°C e poi 37°C O/N) i campioni sono stati
sottoposti ad estrazione con Kit commerciale (Qiamp DNA micro Kkit,
Qiagen®, protocollo Isolation of genomic DNA from tissues, fornito dal

produttore).

4.5 PCR
4.5.1 Primer di controllo Cp,: adeguatezza dell’estrazione del DNA.

Per ogni campione ¢ stato previsto un controllo DNA positivo
rappresentato da 2 primer diretti contro 1’esone 1 del segmento genico Cp,
che codifica per la regione costante delle Immunoglobuline e del TCR. Tali
primer sono stati ottenuti da bibliografia (Burnett et al, 2003) ed acquistati,
marcati all’estremita 5’ con il fluoroforo HEX (Invitrogen®, Milano). Tutti
i campioni dei soggetti inclusi in questo studio sono stati analizzati in
prima istanza con questi primer per verificare la validita dell’estrazione del
DNA. La presenza di un prodotto pari a circa 130bp, sanciva la presenza di
una quantita di DNA sufficiente per eseguire le prove di clonalita. In caso
di assenza del prodotto, il campione veniva automaticamente escluso dalle

analisi successive.

4.5.2Primer per i linfomi B

I primer utilizzati in questo studio sono stati disegnati sui segmenti genici

VDIJ e percio in grado di individuare la presenza di un riarrangiamento
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genico dei recettori antigene-specifici della linea cellulare B. Tre primer
sono stati creati dal nostro gruppo di ricerca mediante studio del database
genetico del cane; le modalita di ricerca e le sequenze di tali primer sono
stati omessi. Sono stati creati 4 set di primer in grado di determinare
quattro prodotti di peso molecolare diverso: si tratta di sequenze geniche,
una interna all’altra ottenute mediante 4 primer forward, posti sul segmento
genico V, due dei quali disegnati dal nostro gruppo di ricerca e denominati
Gufo ¢ Gazza, il terzo ottenuto dallo studio di Burnett e collaboratori
(2003), denominato CBI, il quarto, dallo studio di Tamura e collaboratori
(2006) e chiamato TamuraF (vedi Tabella 3). I primer reverse, posti sul
segmento genico J, sono stati ottenuti da bibliografia (Burnett et al,m 2003;
Tamura et al, 2006) con I’eccezione di un primer denominato
CB2modificato ottenuto, come intuibile dal nome, modificando il primer
CB2 (Burnett et al, 2003; vedi Tabella 2).

Tutti 1 primer sono stati acquistati marcati all’estremita 5’con il fluoroforo

6-FAM (Invitrogen®, Milano).

4.5.3 Primer per i linfomi T

I primer utilizzati per la linea linfoide T sono stati ottenuti da bibliografia
(Burnett er al, 2003). Tali primer sono stati disegnati sul TCRy, come
riportato nel precedente Capitolo di questa tesi. Anche in questo caso tutti i
primer sono stati acquistati marcati all’estremita 5’ con fluoroforo 6-FAM

(Invitrogen®, Milano).
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Tabella 2 Primer utilizzati per I’amplificazione di Cu (controllo positivo), linea B
(IgH Maior e Minor) e TCRY. (Burnett et al.; 2003; Tamura et al, 2006). La Lettera V,

in colore rosso indica la presenza di basi degenerate

nome specificita

prodotto primer primer sequenze primer (5'-3")

Cu Cul Cul TTC CCC CTC ATC ACC TGT GA
Cu2 Cu2 GGT TGT TGA TTG CAC TGA GG

IgH maior |CBI1 VH CAG CCT GAG AGC CGA GGA CAC
CB2 JH TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT

IgH minor |CB1 VH CAG CCT GAG AGC CGA GGA CAC
CB3 JH TGA GGA CAC AAA GAG TGA GG
TCRyl JH ACC CTG AGA ATT GTG CCA GG
TCRY2 JH GTT ACT ATA AAC CTG GTA AC

TCT GGG VTG TAV TAC TGT GCT GTC

TCRy TCRY3A  VH TGG

CDR3 TamuraF  VH ACA CGG CCV TGT ATT ACT GT

CDR3 TamuraR JH TGA GGA GAC GG TGAC C

4.5.4 Reagenti

Nella miscela di reazione sono stati utilizzati 1 desossiribonucleotidi
trifosfati (10 mM dNTP Mix, PCR Grade®, Invitrogen, Milano)e la Taq
DNA polimerasi (PLATINUM® Taq DNA polymerase, Invitrogen,
Milano), con relativo MgCl, e Buffer 10 X.

4.5.5 Miscele di reazione

Tutte le miscele di reazione hanno avuto un volume finale di 25 microlitri.
Le miscele di reazione per i primer ottenuti da bibliografia sono state
eseguite con le concentrazioni riportate (Burnett et al, 2003; vedi Tabella
3).

Le miscele di reazione per i nuovi primer disegnati, sono state emesse a

punto utilizzando diverse concentrazioni di MgCl, e primer per ottenere la
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maggior efficienza della PCR. Le migliori condizioni di reazione sono state
ottenute utilizzando le concentrazioni di 2mM di MgCl, e 300nM di
primer.

Tabella 3. Quantita (microlitri) dei primer, dei reagenti (ANTPs, Taq e MgCl,) e di
DNA utilizzati per la miscela di reazione del Cp per un volume finale di 25 microlitri.

Esempio di una Mix 16X. Le stesse concentrazioni sono state utilizzate per

I’amplificazione di tutti i prodotti ottenuti da bibliografia.

) 1X 16 X
Cumix s

Buffer 10x 2.5 40
MgCl, 50 mM | 1 16
dNTPs 2.5
mM 2.5 40
Cu 1 5
microM 2 32
Cu2 5
microM 2 32
Taq
5U/microlitro | 0.2 3.2
DNA 2.5
H20 12.3 196,8

4.5.6 Protocollo di amplificazione

I prodotti PCR, sono stati amplificati mediante termociclatore Ep Gradient
S (Eppendorf® Dusseldorf, Germania), utilizzando il seguente protocollo,
con le dovute modifiche riguardanti la temperatura di annealing delle

diverse coppie di primer, di volta in volta utilizzate (Step 2).

Step 1) 95°C x 3 min
Step 2)

e 94°C x 30 sec

e 50- 58°C x 30 sec

e 72°C x 30 sec
Step 3) 72°C per 30 min
Step4) 4°C 60




Il ciclo rappresentato dallo Step 2 ¢ stato ripetuto 35 volte. L’estensione
finale di 30 minuti (Step 3) ¢ stata necessaria per la successiva analisi di
frammento, in quanto in grado di diminuire I’artefatto “Plus-A”, che si
verifica quando la Taq DNA Polimerasi aggiunge un nucleotide extra
(generalmente un’adenina) al terminale 3’ del prodotto PCR. Tale artefatto
puo determinare difficolta di analisi del frammento fluorescente soprattutto

se tale aggiunta ¢ variabile o incompleta.

4.5.7 Separazione elettroforetica e visualizzazione

Dopo I’amplificazione, i prodotti PCR sono stati addizionati a 6X Loading
Dye (Blue/Orange Loading Dye®, Promega), nelle seguenti
concentrazioni: 10 microlitri di PCR + 2 microlitri di loading dye; I
preparati cosi ottenuti sono stati sottoposti a separazione elettroforetica su
gel di Agarosio al 2,5% con Etidio Bromuro (1pl ogni 50 ml di TBE);
infine, insieme ai campioni ¢ stato fatto migrare il marcatore molecolare
(100 bp DNA Ladder®, Promega). I prodotti elettroforetici sono stati
acquisiti e visualizzati tramite sistema computerizzato (Geldoc 1000,

Biorad®).

4.5.8 Prodotti di reazione

I prodotti di reazione attesi, in base a quanto riportato in bibliografia sono
di 130 paia di basi circa per la reazione Cp, 120 paia di basi circa per i
prodotti B (IgH maior e minor), 90 paia di basi circa per il prodotto di
reazione del TCR. Il risultato ¢ stato considerato positivo quando vi era la
comparsa di una banda discreta e dominante (popolazione monoclonale)
del peso atteso. Il risultato ¢ stato considerato negativo alla comparsa di

uno smear pattern (popolazione policlonale).
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4.6 Analisi di frammento
Gli amplificati ottenuti dalla PCR sono stati sottoposti ad elettroforesi

capillare su sequenziatore automatico ABI Prism 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems®, Foster City, USA). Tutti 1 prodotti sono stati
opportunamente diluiti, denaturati con formamide (Hi-DiTM Formamide,
Applied Biosystems®, Foster City, USA) e caricati sul sequenziatore
insieme al marcatore molecolare standard di riferimento (GeneScan™ 500-
LIZ, Size Standard, Applied Biosystems, Foster City, USA). I dati ottenuti
dal sequenziatore automatico sono stati successivamente analizzati con il
software Gene Mapper HID® Vers 3.2 (Applied Biosystems, Foster City,
USA).

4.6.1 Prodotti di reazione dell’analisi di frammento

L’elettroforesi capillare ¢ in grado di distinguere prodotti della differenza
di un singolo nucleotide. I prodotti dell’analisi di frammento appaiono
come picchi di altezza ed area diversa in dipendenza della quantita del
prodotto e del peso, che viene calcolato dal software, rispetto allo standard
di riferimento. La presenza di un prodotto derivato da riarrangiamento
genico clonale dei recettori antigene-specifici, appare pertanto come un
picco a base molto stretta (indicazione di clonalitd); la presenza di un
prodotto derivato da una popolazione policlonale e quindi costituito da
diversi riarrangiamenti genici, viene visualizzato come un rilievo a base
molto larga senza la preminenza di un picco. Tutti i campioni sottoposti ad
elettroforesi capillare sono stati interpretati con lettura indipendente da due
membri del Dipartimento (lettura in doppio cieco).

4.7 Flusso di lavoro
Il flusso di lavoro seguito in questa prima parte della sperimentazione ha

riguardato la validazione delle coppie di primer utilizzate nella diagnosi
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molecolare dei linfomi B e la validazione della rilevazione di tali prodotti

mediante elettroforesi capillare.

4.7.1 Validazione della PCR

Le prove necessarie per la validazione della PCR, sono state eseguite
utilizzando 1 primer per i linfomi B precedentemente descritti, in tutte le

combinazioni possibili (vedi Tabella 4).

Primer Forward Primer Reverse
Gazza CB2 modificato
Gufo ) CB2

CB1 CB3

Tamura F Tamura R

Tabella 4 Ogni primer Forward ¢ stato utilizzato con ogni primer reverse

Ogni combinazione di primer ¢ stata utilizzata in diverse concentrazioni (da
300 a 400 nM) e con diverse concentrazioni di Magnesio Cloruro (da 1.5 a
2.5 mM). Ogni reazione PCR, ha previsto uno dei due reagenti a
concentrazione costante ed uno a concentrazione variabile.

Tali prove sono state eseguite su 5 campioni sani, 5 iperplastici e 5
linfomatosi ad immunofenotipo B noto. Dopo aver portato a termine le
prove di concentrazione dei reagenti sono stati eseguiti dei gradienti sulla
temperatura di annealing delle varie combinazioni di primer. Ogni
temperatura ¢ stata variata di +/-, 5° C rispetto alla temperatura calcolata
dai software di analisi per D'efficienza dei primer (Beacon Designer
Ver.7®)

L’ultima prova eseguita ha riguardato la diminuzione dei prodotti aspecifici
(miglioramento della specificita) della reazione eseguendo una PCR

Touch-Down, con una variazione di 0,5°C ogni ciclo di amplificazione da
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una temperatura iniziale di 60°C ad una temperatura finale di 54°C, su tutte
le coppie di primer.
Al termine delle prove di validazione sono state scelte le combinazioni di

primer piu efficaci nell’individuare la presenza di una popolazione clonale.

4.7.2 Validazione della rilevazione dei prodotti PCR con elettroforesi

capillare

Dopo la selezione dei primer, sono state eseguite diverse analisi sul
sequenziatore automatico. La prima prova ha previsto il caricamento dei
prodotti PCR di 5 linfonodi sani, 5 linfonodi iperplastici e 5 linfomi ad
immunofenotipo noto (B). I prodotti PCR di questa prima prova e i relativi
prodotti amplificati di Cp, sono stati opportunamente diluiti e caricati
singolarmente su sequenziatore, al fine di valutare le differenze esistenti tra
1 vari campioni (non-neoplastico VS neoplastico) e visualizzare i prodotti
PCR di peso molecolare atteso (prova in Singleplex). Per rendere pil
uniforme questa prova sono stati utilizzati 1 prodotti derivati da campioni
istologici il cui DNA era stato quantificato tramite spettrofotometro.

Le analisi successive hanno riguardato il caricamento dei prodotti PCR
ottenuti dai campioni citologici linfomatosi, a gruppi di 20, ognuno in corsa
Singleplex con il rispettivo prodotto Cp. Quest’ultimo prodotto € stato
ritenuto di particolare importanza data la difficolta di quantificare con
tecniche tradizionali il DNA ottenuto dai campioni citologici: 1’elettroforesi
capillare permette infatti anche una valutazione quantitativa del prodotto,
che nel caso del Cy, si riferisce alla quantita di DNA presente.

Dopo aver eseguito le prove in Singleplex di tutti 1 campioni biologici a
disposizione, ¢ stata tentata la validazione del caricamento in Multiplex,
che si riferisce alla possibilita di analizzare con sequenziatore automatico,

piu prodotti PCR contemporaneamente, purché di peso molecolare diverso,
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in modo tale da consentirne la visualizzazione. Per questa prova sono stati
creati dei pool di PCR, addizionando insieme quantita determinate di ogni
singolo amplificato e caricando successivamente su sequenziatore i pool
cosi creati, insieme al marcatore molecolare.

Tali analisi hanno necessitato di diverse prove di diluizione al fine di

ottenere la corretta visualizzazione di tutti 1 prodotti presenti nel pool.

4.7.3 Prova linfomi T

Tutti i campioni che non hanno mostrato la presenza di picchi monoclonali
all’analisi di frammento per i linfomi B e alcuni campioni random positivi
B (n=5), sono stati successivamente sottoposti a ricerca della clonalita T
cellulare, effettuando le amplificazioni PCR per la ricerca della clonalita T,

e rilevando successivamente tali prodotti tramite elettroforesi capillare.
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Parte II: Prognosi molecolare di linfoma

4.8 Introduzione
Nella seconda parte di questo Capitolo verranno descritte le prove

sperimentali eseguite per I’individuazione della Malattia Residua Minima
in cani affetti da linfoma e sottoposti a trattamento antiblastico
multifarmaco, con particolare riferimento alla scelta delle matrici ed alle
tecniche molecolari utilizzate.

Anche questa seconda linea di ricerca ¢ stata suddivisa in due parti,
eseguite in due tempi diversi. Nella prima parte dello studio sperimentale
(prova sperimentale 1), sono stati eseguiti prelievi bioptici linfonodali in 8
cani affetti da linfoma ad almeno un mese dall’ottenimento della
remissione completa della sintomatologia, confrontandoli con quelli
ottenuti in fase di ammissione; tali campioni sono stati successivamente
sottoposti ad indagine molecolare tramite PCR al fine di individuare
I’eventuale persistenza della popolazione clonale rilevata in ammissione, ed
eventualmente correlare tali risultati con il decorso clinico di questi cani.
La seconda parte del lavoro, visti i risultati della prima parte ¢ stata
concentrata sul miglioramento della sensibilita delle tecniche molecolari a
nostra disposizione al fine di individuare la presenza di una popolazione
residua difficilmente dimostrabile con le tecniche PCR tradizionali (prova
Sperimentale 2). A tal fine sono stati selezionati cani affetti da linfoma
sottoposti a trattamento antiblastico, con follow-up clinico completo e
matrici disponibili, sulle quali sono state eseguite le prove PCR, modificate
per aumentarne la sensibilita; i prodotti cosi ottenuti sono stati visualizzati

tramite elettroforesi capillare.
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4.9 Matrici e criteri di inclusione
4.9.1 Prova Sperimentale 1

I campioni analizzati nella prima prova sperimentale sono stati ottenuti da 8
cani affetti da linfoma multicentrico successivamente trattati con protocollo
chemioterapico multifarmaco della durata di 19 settimane che ha
determinato la remissione completa dei sintomi in tutti 1 soggetti.

I campioni citologici in fase di ammissione sono stati ottenuti tramite AAS
da linfonodi prescapolare e popliteo omolaterali da ogni paziente, ed
utilizzati per effettuare la diagnosi di linfoma in tutti 1 casi di questa prova.
I campioni in fase di remissione completa sono stati ottenuti tramite Tru-
cut 18G da linfonodi prescapolare e popliteo omolaterali, in tutti 1 soggetti
dopo almeno un mese dall’ottenimento della remissione completa dei
sintomi. I campioni bioptici sono stati conservati in soluzione fisiologica e

stoccati a —20°, fino all’esecuzione della sperimentazione.

4.9.2 Prova Sperimentale 2

La seconda prova sperimentale ¢ stata eseguita dopo aver analizzato i
risultati ottenuti dalla prima prova. Valutando I’estrema difficolta ed
I’invasivita di effettuare diversi prelievi bioptici linfonodali in soggetti in
remissione completa della sintomatologia e considerando lo studio eseguito
da Lana e collaboratori (2006), nel quale il 76% dei soggetti affetti da
linfoma presentava concomitante positivita PCR su sangue periferico, ¢
stato deciso di utilizzare quest’ultima matrice al fine di individuare la
Malattia Residua Minima. Pertanto, nell’ultimo anno sono stati stoccati
tutti 1 prelievi ematici eseguiti per il monitoraggio ematologico di tutti i
soggetti sottoposti a trattamento antiblastico. I campioni utilizzati in questa
seconda parte del lavoro si riferiscono a prelievi eseguiti per il

monitoraggio ematologico pre-trattamento, eseguiti sia in fase di induzione
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chemioterapica che in fase di mantenimento. Le matrici cosi ottenute sono
state numerate in ordine progressivo per ogni soggetto dall’ammissione
fino alla recidiva.

I soggetti sono stati selezionati in base alla presenza di una clonalita B
evidenziata allo studio eseguito in fase diagnostica, poiché la tecnica PCR
utilizzata in questa parte della sperimentazione ¢ stata messa a punto
solamente per i linfomi a clonalita B. Un’ulteriore criterio di selezione ha
riguardato la  disponibilita di un follow-up clinico completo
(dall’ammissione fino alla recidiva).

4.10 Estrazione del DNA

4.10.1 Prova Sperimentale 1

I campioni citologici in fase di ammissione ed i campioni bioptici in fase di
remissione completa sono stati estratti con gli stessi protocolli utilizzati per

1 campioni in fase diagnostica (vedi paragrafo 4.4 di questo Capitolo).

4.10.2 Prova Sperimentale 2

I campioni ematici ottenuti durante il follow-up clinico dei soggetti trattati,
sono stati raccolti in provette con anticoagulante (K;EDTA) e
successivamente sottoposti ad eritrolisi, con soluzione di lisi EL
(Erythrocytes Lisis Buffer, DNA Blood mini kit Qiagen®) per
I’isolamento del Buffy-coat; i pellettati cosi ottenuti sono stati stoccati a —
20°C, fino all’esecuzione dell’estrazione del DNA con kit commerciale
(DNA blood mini kit, Qiagen®).

4.11 PCR Prova sperimentale 1
I DNA ottenuto dagli aspirati e dalle biopsie linfonodali in fase di

ammissione e remissione completa ¢ stato utilizzato per 1’amplificazione
dei riarrangiamenti genici dei recettori antigene- specifici, utilizzando i

primer ed il protocollo di amplificazione dello studio di Burnett e
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collaboratori poiche al momento dello svolgimento di questa prima parte
dello studio, era il solo lavoro presente in bibliografia veterinaria (vedi
paragrafo 4.5 e Tabella 2 di questo Capitolo).

4.12 PCR Prova Sperimentale 2
I DNA ottenuto dai campioni ematici, ¢ stato utilizzato per la

sperimentazione di una tecnica PCR (emi-nested) messa a punto dal nostro
gruppo di ricerca, al fine di aumentare la sensibilita nell’identificazione di
un clone neoplastico residuo all’interno di una piu vasta popolazione

linfocitaria policlonale normale.

4.12.1 Primer

Come gia esposto nel paragrafo 4.5.2, 1 primer utilizzati in fase diagnostica
sono costruiti su sequenze una interna all’altra, tutte in grado di amplificare
la regione VDIJ riarrangiata. La creazione di primer in grado di amplificare
sequenze sufficientemente grandi, tali da poter fungere da stampo per una
seconda PCR inner, ¢ stato lo scopo del nostro lavoro. Tali primer
denominati Gufo e Gazza, sono stati disegnati appositamente per garantire
I’amplificazione di un prodotto su cui poter ulteriormente amplificare dei
prodotti piu piccoli come quelli messi a punto da Burnett e collaboratori
(2003). Pertanto, i primer forward utilizzati nel primo round di PCR
(outer), sono stati 1 due primer validati in fase diagnostica e denominati
Gufo e Gazza, utilizzando un unico primer reverse, precedentemente
riportato, denominato CB2 modificato.

La PCR inner (secondo round) ¢ stata successivamente svolta utilizzando il
primer forward validato da Burnett e collaboratori (2003) e denominato
CBl1, utilizzando lo stesso primer reverse del round outer (emi-nested

PCR).
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4.12.2 Validazione della PCR emi-nested

La PCR emi-nested da noi ideata ¢ stata messa a punto utilizzando il
sangue periferico di 5 soggetti sani, 5 iperplastici e 5 linfomi in fase di
ammissione ed in fase di remissione completa dei sintomi. Come per le
analisi effettuate in fase diagnostica, dapprima sono state eseguite prove di
variazione di concentrazione dei reagenti (primer e del Magnesio) e
successivamente, diversi gradienti della temperatura di annealing. Ogni
reazione PCR, ha previsto uno dei due reagenti a concentrazione costante
ed uno a concentrazione variabile. Ogni prova PCR ¢ stata condotta
utilizzando anche un bianco reagenti, considerando 1’estrema sensibilita
delle PCR nested a contaminazioni ambientali.

4.13 Visualizzazione dei risultati
4.13.1 Prova sperimentale 1

I prodotti di amplificazione della prima prova sono stati addizionati a
Loading Dye e sottoposti a separazione elettroforetica su gel di
poliacrilamide al 6% (Novex ® TBE Gels, Invitrogen). I risultati cosi
ottenuti sono stati visualizzati con sistema computerizzato (Gel Doc 1000,

Biorad®).

4.13.2 Prova Sperimentale 2

I prodotti di reazione ottenuti dopo PCR emi-nested, sono stati visualizzati
random su gel di agarosio e successivamente sottoposti ad elettroforesi
capillare su sequenziatore automatico con le stesse modalita dei campioni

in fase diagnostica.
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Capitolo 5:
Risultati

Parte I: Diagnosi molecolare di linfoma

5.1 Premessa

In questo capitolo verranno riportati i risultati di tutte le prove sperimentali
eseguite, in fase diagnostica (parte I) e prognostica (parte II).

5.2 Selezione dei casi

Dei 117 casi di linfoma canino registrati nel database delle patologie
linfoproliferative del Dipartimento Clinico Veterinario dell’ Universita di
Bologna, 107 soggetti sono stati inclusi sulla base dei criteri
precedentemente esposti. Di questi, 17 casi sono risultati antecedenti
all’anno 2000 (tra 1997 e 2000), pertanto la loro inclusione nel presente
studio ¢ stata basata sul solo referto citologico di linfoma. Dei rimanenti 90
soggetti, 33 avevano diagnosi istologica e citologica di linfoma , 67
diagnosi citologica di linfoma.

5.3 Controllo DNA

Dopo D'estrazione del DNA tutti i campioni sono stati sottoposti ad un
controllo DNA costituito dalla PCR per I’amplificazione di Cp. I campioni
negativi a Cp, sono risultati 11, di conseguenza, la sperimentazione ¢ stata
eseguita su 96 casi di linfoma canino costituiti da 77 preparati citologici
linfonodali, 5 biopsie linfonodali, 4 aspirati intestinali, 2 epatici, 2 cutanei,
1 mediastinico 2 splenici, 2 aspirati midollari ed un’ impronta da biopsia

gastrica.
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5.4 Risultati delle prove di validazione della PCR diagnostica:

scelta dei primer

Le combinazioni di primer pil efficienti nella identificazione della clonalita
B sono risultati: Gazza/CB2 modificato; Gufo/CB2 modificato;
Gazza/CB2; CB1/CB2; Tamura F/R, CB1/CB2 modificato. Sono state
scelte 3 coppie di primer (Gufo/CB2 modificato CB1/CB2 modificato e
Tamura F/R) con le quali sono state eseguite le PCR di tutti i campioni
patologici e dei gruppi di controllo (sani e iperplastici) (vedi Figura 13). Un
campione random dei prodotti di amplificazione ¢ stato visualizzato su gel
di agarosio contestualmente a controlli negativi eseguiti per tutte le miscele
di reazione e rappresentati da una miscela di amplificazione in cui era

aggiunta acqua invece di DNA..

Figura 13 Validazione PCR diagnostica con diverse coppie di primer, esmpio di un linfoma. Linea 1
Marcatore molecolare, Linea 2-3: Tamura F/R, Linea 4-5 Tamura F/CB2; Linea 6-7 CB1/CB2
modificato; Linea §-9 CB1/Tamura R; Linea 10-11 Gufo/CB2 modificato; Linea 12-13 Gazza CB2; Linea
14-15, Gazza/CB2 modificato; Linea 16-17, Gufo/CB2. I prodotti identici corsi su due linee si riferiscono

al prodotto con due diverse temperature di annealing.
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5.5 Analisi di frammento

5.5.1 Prova 5 sani/Siperplastici/5 linfomi

I risultati ottenuti dalla prima prova eseguita su sequenziatore automatico,
hanno evidenziato la netta differenza di pattern esistente tra linfonodi sani,
iperplastici e linfomatosi. I campioni dei cani affetti da linfoma hanno
evidenziato la presenza di picchi isolati a base stretta, del peso molecolare
atteso, mentre i campioni sani, hanno mostrato una serie di piccoli rilievi, a
base larga, nessuno preminente rispetto agli altri (pattern policlonale). I
campioni iperplastici hanno presentato pitt picchi di piccole dimensioni
alcuni dei quali a base larga: nell’insieme I’aspetto visualizzato suggeriva
un pattern di variabilita del riarrangiamento minore rispetto ai linfonodi
sani, senza evidenza tuttavia, di picchi monoclonali (pattern oligoclonale).

Alcuni risultati di questa prova sono riportati nella Figura 14.

Figura 14 Elettroforesi capillare in corsa Singleplex dei prodotti di un linfonodo sano (A,B,C,D) e
iperplastico (E,F). A: prodotto TamuraF/R; B: prodotto CB1/CB2 modificato; C: prodotto Gufo/CB2
modificato; D: prodotto Cp. E: Gufo/CB2 modificato su linfonodo iperplastico; F: CB1/CB2 modificato
su linfonodo iperplastico. In colore arancio ¢ visualizzato il marcatore molecolare LIZ, in colore blu i

prodotti (fluoroforo FAM), fatta eccezione per il quadrato D, dove il prodotto Cp & marcato con il

fluoroforo verde HEX.
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Figura 15 Pattern monoclonale, esempio di un linfoma B (ID 75), in corsa Singleplex (ID 75)e Multiplex
(ID8). Corsa Singleplex: A (prodotto Tamura F/R), B(prodotto CB1/CB2 mod), C (prodotto Gufo/CB2
mod). Corsa in Multiplex (D): partendo da sx, i prodotti PCR sono: Tamura F/R; CB1/CB2modificato;
Gufo/CB2 modificato
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5.5.2Analisi di frammento dei 96 campioni patologici: ricerca della

clonalita B

Nella Tabella 5 sono riportati i risultati con la relativa interpretazione dei
96 campioni ottenuti da cani affetti da linfoma sottoposti a PCR ed
elettroforesi capillare per la ricerca della clonalita B.

La presenza di un picco monoclonale in almeno uno dei prodotti di
clonalita B, ¢ stato espresso come pattern monoclonale. I campioni negativi
od oligoclonali al prodotto Gufo/CB2 modificato e positivi a CB1/CB2
modificato sono stati ulteriormente analizzati con la coppia di primer
Gazza/CB2 modificato. I campioni negativi o policlonali a tutti i prodotti
sono stati sottoposti alla ricerca della clonalita T. La mancata concordanza
nell’interpretazione del pattern tra 1 due valutatori dell’analisi ha
determinato la classificazione del campione come “policlonale”,

determinando la selezione di tali casi per la ricerca della clonalita T.
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Tabella 4 Interpretazione dell’analisi di frammento per la ricerca della clonalita B nei

96 campioni oggetto di questo studio.

ID Gufo/CB2 CB1/CB2
Matrice Tamura F/R | Diagnosi
soggetto modificato modificato

1 linfonodo | monoclonale monoclonale positivo | Monoclonale
2 linfonodo | monoclonale monoclonale positivo | Monoclonale
3 linfonodo | monoclonale oligoclonale positivo | Monoclonale
4 linfonodo oligoclonale monoclonale positivo | Monoclonale
5 mediastino| monoclonale monoclonale positivo | Monoclonale
6 linfonodo oligoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
7 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
8 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
9 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
10 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
11 linfonodo oligoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
12 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
13 milza policlonale policlonale policlonale | Policlonale
14 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
15 linfonodo ND ND ND Escluso
16 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
17 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
18 linfonodo | monoclonale oligoclonale | monoclonale | Monoclonale
19 intestino oligoclonale oligoclonale | oligoclonale | Policlonale
20 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
21 linfonodo oligoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
22 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale
23 intestino monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
24 linfonodo | monoclonale oligoclonale | monoclonale | Monoclonale
25 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale
26 linfonodo policlonale negativo oligoclonale | Policlonale
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ID Gufo/CB2 CB1/CB2

Matrice Tamura F/R | Diagnosi

soggetto modificato modificato

27 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
28 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
29 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
30 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
31 linfonodo negativo monoclonale | monoclonale | Monoclonale
32 linfonodo | monoclonale oligoclonale | monoclonale | Monoclonale
33 linfonodo oligoclonale oligoclonale | oligoclonale | Policlonale
34 stomaco policlonale policlonale policlonale | Policlonale
35 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale
36 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale
37 linfonodo oligoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
38 cute monoclonale oligoclonale | oligoclonale | Monoclonale
39 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale
40 intestino oligoclonale negativo negativo Policlonale
41 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale
42 linfonodo ND ND ND Escluso
43 midollo policlonale negativo negativo Policlonale
44 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
45 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale
46 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
47 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
48 linfonodo oligoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
49 linfonodo oligoclonale oligoclonale | oligoclonale | Policlonale
50 linfonodo policlonale negativo policlonale | Policlonale
51 milza policlonale policlonale policlonale | Policlonale
52 linfonodo oligoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
53 linfonodo negativo monoclonale |monoclonale| Linfoma
54 linfonodo policlonale negativo negativo | Policlonale
55 linfonodo negativo oligoclonale | oligoclonale | Policlonale
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ID Gufo/CB2 CB1/CB2

Matrice Tamura F/R | Diagnosi

soggetto modificato modificato

56 linfonodo negativo policlonale policlonale | Policlonale
57 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
58 linfonodo policlonale negativo negativo Policlonale
59 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
60 linfonodo negativo policlonale negativo Policlonale
61 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
62 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
63 midollo oligoclonale oligoclonale | monoclonale | Monoclonale
64 cute oligoclonale negativo negativo Policlonale
65 midollo monoclonale negativo monoclonale | Monoclonale
66 linfonodo oligoclonale negativo oligoclonale | Policlonale
67 linfonodo ND ND ND Escluso
68 linfonodo ND ND ND Escluso
69 linfonodo ND ND ND Escluso
70 linfonodo negativo oligoclonale | oligoclonale | Policlonale
71 linfonodo policlonale oligoclonale | oligoclonale | Policlonale
72 linfonodo policlonale negativo negativo Policlonale
73 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale
74 linfonodo ND ND ND Escluso
75 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
76 fegato policlonale negativo negativo Policlonale
77 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
78 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
79 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
80 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
81 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
82 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale
83 linfonodo policlonale negativo negativo Policlonale
84 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
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ID Gufo/CB2 CB1/CB2
Matrice Tamura F/R | Diagnosi
soggetto modificato modificato
85 intestino monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
86 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
87 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale
88 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
89 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale
90 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
91 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
92 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
93 fegato monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
94 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
95 linfonodo | monoclonale monoclonale | monoclonale | Monoclonale
96 linfonodo policlonale policlonale policlonale | Policlonale

I tessuti non-linfonodali, hanno presentato pattern piu irregolare con

presenza, talvolta, di picchi di apparenza monoclonale, di grandezza

intermedia ai prodotti attesi, particolarmente evidenti negli aspirati

midollari. I risultati di questa ricerca hanno sancito la diagnosi di linfoma B

in 55 soggetti. Sei campioni sono stati esclusi, per analisi di frammento

negativa alla ricerca del picco Cp (quantita di DNA insufficiente). Un

ulteriore campione (ID89), ¢ stato escluso per impossibilita di eseguire le

prove di clonalita T (campione insufficiente). I rimanenti 34 campioni sono

stati processati per la ricerca della clonalita T.

Figura 16 Linfoma in Multiplex, A: Pattern non-linfonodale (ID 63); B:pattern B

policlonale (ID 96), C:pattern monoclonale (ID 86).
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5.5.3 Ricerca della clonalita con primer Gazza/Cb2 modificato

Dei 55 campioni positivi (clonalita B), 9 campioni sono stati
successivamente sottoposti alla PCR per il prodotto Gazza/CB2modificato,
per la presenza di un prodotto Gufo/Cb2 modificato oligoclonale. Sette
campioni sono risultati positivi a tale prodotto, contribuendo a confermare
come I’utilizzo di diversi set di primer risulti indispensabile per la corretta

valutazione della monoclonalita .
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Figura 17 Esempio del prodotto Gufo/Cb2 modificato oligoclonale (ID6)(sopra) e

ripetizione dello stesso campione con i primer Gazza/CB2 modificato (sotto).

5.5.4 Ricerca della clonalita T

La ricerca della clonalita T ¢ stata eseguita in 34 campioni risultati
policlonali alla linea B, e su 10 scelti in modo random tra quelli risultati
monoclonali per la linea B. La scelta di utilizzare anche campioni a
clonalita certa ¢ stata dettata dalla oligoclonalita tipica del TCR, che spesso
determina, la presenza di falsi positivi alla visualizzazione su gel di
agarosio o poliacrilammide (Burnett et al, 2003, Avery e Avery, 2004).
Tale ricerca ¢ stata inoltre eseguita anche su cinque ulteriori campioni (ID1
e ID 29, 38, 48, 63). Nel primo caso, la visualizzazione su gel di agarosio
eseguita nella prova di identificazione della Malattia Residua Minima,
effettuata con 1 primer ottenuti da bibliografia (vedi risultati della seconda
parte della sperimentazione) aveva evidenziato la presenza di una doppia

clonalita (T e B); negli altri casi, la presenza di un pattern B di difficile
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interpretazione (mancata concordanza diagnostica), o la concomitante
presenza di ipercalcemia ha reso indispensabile 1’esclusione della clonalita
T cellulare.

I risultati della ricerca T, hanno evidenziato la presenza di un picco
monoclonale in 30 soggetti. In due casi (ID1 e ID 48), la presenza di un
riarrangiamento clonale in entrambi 1 loci (TCR e BCR) ha determinato la
diagnosi di linfoma a doppia clonalita. I campioni monoclonali B scelti
casualmente per 1’analisi della clonalita T, sono risultati tutti negativi, cosi
come negativi sono risultati gli altri campioni a pattern B di difficile
interpretazione. I rimanenti 4 soggetti negativi alla ricerca della clonalita B

e T cellulare sono stati considerati dubbi, per diagnosi di linfoma.

Figura 18 Esempio di prodotto TCR positivo (ID 51) (sopra) e negativo (ID 61) (sotto)

o l«\_,v].'wa\., thaliange o il J i bttt st P it ok

91



Tabella 5 Riassunto dei risultati ottenuti in fase di ammissione

Totale Casi

Clonalita B

Clonalita T

Pattern

biclonale

Pattern non

monoclonale

Esclusi

96

54

29

4

Parte I1: Prognosi molecolare di linfoma

5.6 Prova Sperimentale 1: monitoraggio della malattia

Residua Minima mediante biopsia linfonodale

Per i risultati di tale prova si inserisce di seguito il lavoro effettuato dal

nostro gruppo di ricerca (Veterinary Research Communications, 30, 285-

288, 2006). A integrazione del lavoro riportato si inserisce di seguito le

immagini PCR analizzate tramite software di tutti i cani dello studio, con i

risultati pre e post terapia (Vedi Figura 19). Si inserisce altresi descrizione

estesa dei risultati ottenuti.
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INTRODUCTION

In recent years, the evaluation of lymphoproliferative malignancies by molecular assays
has become increasingly popular in human medicine. Since microscopic techniques are
often unable to recognise a residual neoplastic population whenever it accounts for less
than | % of the total cells, molecular tools are mainly wsed for the assessment of the MED
(Campana and Pui, 1995; Rezuke er al., 1997). Many different molecular markers have
been evaluated in order to increase the sensitivity of the diagnostic tools; among these, the
clonal rearrangements of immunoglobulin (VDI segments) and TCR receptor (TRCy WV
and I segments) genes, have been investigated.

4 PCR assay for the identification of BCR and TCR clonal rearrangements has recently
been validated in veterinary medicine: this assay was used in association with cytology
and/or histology for diagnosing lymphoproliferative diseases in dogs (Burnett ef al., 2003;
Dreitz er al., 1999; Vernau and Moore, 1999),

The aim of this work was to evaluate the usefulness of this PCR assay in identification
of MED in lymphoma-affected dogs, in order to modulate therapeutic protocols to obtain
longer remission times.

MATERIALS AND METHODS

PCR was performed on DNA extracted from lymph node samples collected from 8
lymphoma-affected dogs, referred to the Veterinary Clinical Department from April to

285
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October 2004, In all cases, lymphoma was diagnosed by performing lymph node FINA: the
cytological smears were subsequently used for the DNA extraction and the PCR amplifi-
cation. The dogs underwent an antiblastic multidrug therapy with an induction phase of 13
weeks; complete remission of symptoms was obtained for all patients.

Biopsysamples of the superficial lymph nodes were taken at the end of the induction phase
from all patients. The 158G Tru-cut biopsies were only used for the DNA extractions. The
DMNA from cytological samples was obtained by scraping the stained smears, and extracted
using a commercial kit (Qiamp DNA micro kit, Qiagen). The same kit was used for DNA
extraction from the biopsy samples.

The primers designed for the VDT segments and the amplification protocol used were
obtained from the literature { Burnett er al., 2003). Two distinct targets (Ig H major and Ig
H minor) were used for the evaluation of BCR: these targets were amplified in two distinct
PCR reactions by one common primer and one specific-target primer.

The primers used for TCR clonal rearrangements detection were obtained from the same
study as above (Burnett er al., 2003). A DNA positive control, obtained from two primers
directed to the exon | of the Cp gene segment coding for the constant region of BCR and
TCR. was also performed for every sample.

The PCR. products were revealed with Ethidium Bromide stain after polyacrilamide 6%
gel electrophoresis (Novex 6% TBE gel. Invitrogen).

RESULTS

PCR assay was positive for all subjects at admission time. A clonal band on BCR was
evident in 3 cases, one or 2 clonal bands on TCR were present in 2 subjects and finally,
evidence of discrete bands on both TCR and BCR were observed in the remaining 3 samples
iFigure 1A).

PCR assay was positive for 50% of samples collected in complete remission at the end
of the induction phase of chemotherapy. Most of the post-therapy positive samples were
characterized by evident clonal diversity and the appearance of new bands in comparison
with admission time samples (Figure 1A). In contrast with the admission time samples, the
majority of PCR positive samples doring remission were TCR clonal rearrangements.

At the moment of writing this report, among the 3 relapsed dogs, 2 have had a positive
PCR post-therapy and | negative. A further subject with post-therapy negative PCR, is still
in complete remission of symptoms | | months after the beginning of therapy.

DISCUSSION

MERD is characterized by the persistence of a neoplastic clone interspersed in a prevailing
population of normal lymphoid cells. The consensus primers used in this work, are directed
to gene sequences belonging to both normal and neoplastic lymphocytes: thus primers
compete at the same target DNA site in either normal or neoplastic cells, lowering the
sensitivity of the assay for detecting a residual population of neoplastic cells in post-therapy
samples. One of the strategies used in human medicine to avoid this pitfall and increase the

94



287

A Adimdaslon Complete remission aller imduction
phinse
L

e | - + ¥ - - -
Crase 2 + - * - - +
Casa 3 + - + - - -
O 4 - 5 + = = +
Case 5 + - - + - +
Casg b + = - - - .
Case 7 - - * - - -
Case § + - - = + .

B

pre post pre post pre post pre

Figure 1. A —Pre-therapy and post-therapy positive PCR samples of 8 lymphoma-affected dogs; B —
Example of PCR assay (Case No. 2). Lane I: 100 bp molecolar weight marker, lanes 2-3: Cp DNA
control, lanes 4% PCR results pre and post chemotherapy induction protocol. BCR, B-Cell Receptor;
TCR, T-Cell Receptor. Ig H major and Ig H minor are targets of BCR gene

sensitivity of the test is to design patient-specific primers, obtained by sequencing the clone
that was identified at admission time for each patient. In this case it is possible to accurately
predict the possible recovery of the patient. On the contrary, the negative results obtained
with the consensus primer PCR assay has a low prediction value for recovery.

The aim of this study was to evaluate the sensitivity of the PCR assay with consensus
primers for identification of a residual neoplastic clone of lymphoid cells. In veterinary
medicine virtually all lymphoma-affected dogs relapse: in this context, our hypothesis was
that negative PCR. assays during remission could predict longer remission times. However,
the lack of direct microscopic evaluation of bioptic post-therapy samples does not allow us
to ascertain whether the post-therapy negative results were affected by the complete absence
of lymphoid cells in the samples. The presence of a sudden relapse in a PCR negative subject
proves that this could have occurred. Thus, it would be very useful to introduce the direct
microscopic evaluation of samples into the experimental protocol for preliminary evaluation
of the adequacy of samples.
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The presence of either B or T clonal rearrangements at admission time are in agresment
with other studies (Burnett er al., 2003). However, it is interesting to note the disappearance
of the BCR bands, and the persistence of TCR clonality, in the post-therapy samples. This
could be cautiously interpreted as evidence for greater chemoresistance of T clones, already
present at admission time or appearing during the course of the pathology or, finally, selected
by antiblastic therapy.

We conclude that modification of the experimental protocol as suggested above and
completion of the clinical follow-up of reported cases could eventually clarify, the real
utility of this assay in the clinical management of lymphoma-affected dogs.
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Figura
19. Analisi PCR degli 8 casi di linfoma. Nella corsia di sx ¢ rappresentato il marker molecolare
100 e 200 bp. A seguire ( da sx a dx) sono rappresentati, il controllo positivo C, pre e post
terapia (corsia 2 e 3), IgH maior e minor pre e post terapia (da corsia 4 a 7), TCR pre e post
terapia (corsia 8 € 9).
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Caso N°6
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maior minor
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pre post pre post pre post pre post

maior minor

Tutti i campioni prelevati dai soggetti in ammissione sono risultati positivi
al test PCR. Tre soggetti hanno mostrato la presenza di un riarrangiamento
clonale di IgH maior (Caso 5, 6 e 8), 2 casi, la presenza di un
riarrangiamento clonale del TCR. Nei restanti casi (1, 2, 3) si sono
evidenziati riarrangiamenti genici clonali di entrambi 1 tipi di recettori

antigene-specifici (IgH e TCR).
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Il 50% dei campioni ottenuti in remissione completa post-terapia hanno
mostrato  positivita all’analisi PCR. A differenza dei risultati
all’ammissione, la maggioranza della positivita post-terapia ¢ stata ascritta
a riarrangiamenti genici clonali del TCR; dei 4 casi risultati positivi, 3
hanno infatti presentato bande clonali a carico del TCR. Soltanto il Caso
n° 8 ha mantenuto la sola positivita B nell’ammissione e nella remissione
post-terapia; tutti gli altri soggetti positivi B all’ammissione sono risultati
negativi in remissione completa (Casi 1, 3 e 6), ad eccezione del Caso n°5,
risultato positivo ad un riarrangiamento clonale del TCR, non presente in
ammissione.

Dei 4 soggetti che hanno mostrato PCR negativa nella fase di remissione
completa post-terapia (Casi n° 1,3,6,7), due hanno presentato una recidiva
precoce; il Caso n°7 ha presentato una recidiva prima del termine della
fase di induzione chemioterapica, il Caso n°l, dopo un mese dal termine
della stessa. I rimanenti 2 soggetti (Caso 3 e 6), hanno mostrato DFI
rispettivamente di 333 gg e 692 gg. I due soggetti che presentavano
ipercalcemia in ammissione (Caso 3 e 7), sono risultati negativi alla prova
PCR eseguita in remissione dei sintomi.

Dei 4 soggetti risultati positivi alla PCR post-terapia (Casi n° 2,4,5,8), il
soggetto N°2, ha presentato, persistenza della positivita del TCR, e
negativita post-terapia del riarrangiamento clonale di IgH. Tale paziente
permane tutt’ora in remissione clinica dei sintomi. Il Caso N°4, positivo
pre e post terapia a riarrangiamento clonale del TCR, ¢ deceduto in
remissione completa dei sintomi per cause non correlate alla neoplasia. Il
Caso N° 5, risultato positivo a riarrangiamento clonale i IgH pre e post
terapia e positivo a riarrangiamento in TCR in fase di remissione completa,
ha mostrato recidiva precoce, prima del termine del trattamento di

induzione. Il Caso N°8, ¢ risutato positivo a riarrangiamento clonale in IgH
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maior all’ammissione, e positivo per riarrangiamento clonale su IgH minor,
in fase di remissione. Tale paziente ha mostrato un DFI di 210 gg, seguito

da recidiva e seconda remissione dei sintomi della durata di 127 gg.
5.7 Monitoraggio della Malattia Residua Minima mediante

PCR emi-nested

5.7.1 Selezione dei casi

I cani sottoposti a trattamento chemioterapico per i quali erano disponibili
campioni di sangue periferico, sono stati 7. Di questi, 3 hanno mostrato
clonalita T e 4 clonalita B all’analisi di frammento.

Al momento della stesura di questa tesi, dei quattro soggetti con linfoma B,
uno ¢ tutt’ora in remissione completa della sintomatologia, un ulteriore
paziente ¢ deceduto per cause non correlate alla progressione della
neoplasia, ancora in remissione clinica della sintomatologia. I restanti due
soggetti sono stati sottoposti a PCR emi-nested per la ricerca del clone

neoplastico residuo. Tali soggetti sono denominati Caso N°1 e caso N°2.

5.7.2 Follow-up clinico e matrici

Il Caso N°1, ha ottenuto una remissione completa della sintomatologia 2
settimane dopo 1’inizio della terapia antiblastica per poi mostrare una
recidiva precoce 3 mesi e mezzo dopo I’inizio del trattamento. Pertanto i
campioni ematici selezionati per la PCR emi-nested sono stati 4: il primo a
due settimane dall’ottenimento della remissione completa, gli altri 3, a
distanza di un mese I’uno dall’altro fino alla recidiva.

Il Caso N°2, ha ottenuto la remissione completa della sintomatologia 1
settimana dopo I’inizio del trattamento antiblastico, per poi mostrare una
lungo intervallo libero da malattia (DFI = 380 gg). I campioni selezionati

per la PCR emi-nested, sono stati 9: il primo ottenuto al termine della fase
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di induzione chemioterapica, 1 prelievi successivi, a distanza di un mese
I’uno dall’altro, fino alla recidiva.
Tutti 1 campioni sono stati numerati in ordine progressivo, secondo il

follow-up clinico: dalla remissione alla recidiva.

5.7.3 Validazione della PCR emi-nested visualizzata con elettroforesi

capillare

La visualizzazione dei prodotti ottenuti tramite PCR emi-nested di 5
campioni sani, 5 iperplastici e 5 linfomi in ammissione hanno evidenziato
la differenza esistente tra i campioni neoplastici € non neoplastici (Vedi

Figura 20).

Figura 20 Prodotti ottenuti tramite PCR emi-nested su campioni di sangue periferico di

un soggetto sano (in alto a sx), iperplastico (in alto a dx) e affetto da linfoma (in basso).
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5.7.2 Decorso Caso N°1

I campioni sottoposti ad indagine molecolare per la ricerca della Malattia
Residua Minima nel Caso N°1 hanno evidenziato la presenza di una
prodotto clonale in tutti e quattro 1 prelievi eseguiti sul cane (vedi Figura
21).

Figura 21 Risultati del monitoraggio della MRM nei quattro prelievi riferiti al Caso
N°l. Tutti i campioni sono stati ottenuti con il soggetto in remissione clinica ad

eccezione dell’ultimo, che si riferisce alla recidiva clinica. I campioni sono disposti da

sx a dx e dall’alto verso il basso, in ordine orario.

M Y N . | . T WP

5.7.3 Decorso Caso N° 2

Il monitoraggio della Malattia Residua Minima del soggetto N°2, ¢

riportato in Figura 22.
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Figura 22 Andamento molecolare della Malattia Residua Minima nel soggetto N°2.
Nella figura sono riportati il prelievo N°4, N°7-8-9, disposti in senso orario da sx a dx. |
primi tre prelievi sono sostanzialmente identici al prelievo 4. Progredendo dal 4° al 7°
prelievo (2 mesi prima della recidiva clinica), si assiste ad una diminuzione progressiva
dell’altezza del picco fino all’8° prelievo (1 mese prima della recidiva clinica) dove si

verifica un aumento dell’altezza del picco che permane fino alla recidiva (9° prelievo).

l Y. | . . | h S U S W

103



Capitolo 6:

Discussione e Conclusioni

6.1 Diagnosi molecolare di linfoma

Negli ultimi anni, 1 test molecolari per la ricerca della clonalita, sono
diventati sempre piu importanti nel protocollo diagnostico delle neoplasie
linfoproliferative, anche in Medicina Veterinaria.

E’ indispensabile tuttavia precisare che il rilevamento di una popolazione
cellulare monoclonale, non implica necessariamente una diagnosi di
neoplasia. E’altresi indubbio che una neoplasia sia costituita da una
popolazione cellulare clonale; per questo motivo, i test per la ricerca della
clonalita pur non essendo in grado singolarmente di determinare la diagnosi
di linfoma vengono frequentemente utilizzati in un contesto clinico e
laboratoristico pit ampio, costituendo un importante corollario al
protocollo diagnostico delle neoplasie linfoproliferative. L’importanza
clinica di tali test ¢ indubbia, soprattutto in relazione alla possibilita di
utilizzare la clonalita come target molecolare per il monitoraggio della
malattia residua minima.

Nel presente studio, la diagnosi di linfoma ¢ stata effettuata con 1 metodi
tradizionali (indagini cito/istologiche), pertanto il nostro scopo non ¢ stato
quello di emettere o confermare diagnosi di linfoma quanto quello di
cercare di aumentare la sensibilita e la specificita della diagnosi di clonalita
attraverso I’analisi di frammento eseguita su un’ampia popolazione di cani
affetti da questa patologia. Inoltre sono state selezionate piu coppie di
primer (due delle quali create dal nostro gruppo di ricerca) per cercare di

incrementare ulteriormente la sensibilita e permettere al contempo la
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validazione di prodotti creati per essere utilizzati nel monitoraggio della
malattia residua minima. Dai risultati ottenuti in fase diagnostica emerge
come ogni coppia di primer non sia in grado singolarmente di individuare
una popolazione monoclonale in tutti i campioni sottoposti ad indagine
PCR; tuttavia, combinando insieme tre coppie di primer in grado di
amplificare sequenze geniche una interna all’altra siamo stati in grado di
rilevare la presenza di una popolazione linfoide monoclonale in 85
campioni testati su 89. A conferma di tale evidenza, i campioni risultati
oligoclonali (n=9) con la coppia di primer Gufo/CB2 modificato sono stati
analizzati con una seconda coppia (Gazza/CB2 modificato), disegnata sullo
stesso segmento e sulla stessa regione genica, determinando un prodotto
clonale in sei campioni. Questi risultati possono confermare come anche
nei linfomi canini I'utilizzo di diversi set di primer, possibilmente disegnati
per l’individuazione di famiglie di segmenti genici V, possa ridurre i
risultati falsi negativi. In Medicina Veterinaria non sono riportate, a nostra
conoscenza suddivisioni in sottofamiglie per omologia di sequenza dei
segmenti genici V; gli studi eseguiti da Tutter e Riblet (1989) suggeriscono
una omologia esistente tra segmenti genici V canini e la famiglia VH3
umana, sebbene si possa azzardare per similitudine con la controparte
umana che anche 1 segmenti genici V canini possano essere suddivisibili in
base al grado di omologia.

A questo proposito in Medicina Umana la standardizzazione delle
metodiche PCR per la diagnosi di linfoma, ha previsto I’utilizzo di 7 primer
forward ognuno disegnato su una delle sette famiglie di segmenti V,
combinati ad un unico primer consenso reverse J (van Dongen, 2003).

La decisione di creare due ulteriori primer forward per la linea cellulare B ¢
stata dettata dalla necessita di ottenere un prodotto molecolare

sufficientemente grande da poter analizzare tramite una PCR emi-nested,
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volta ad aumentare la sensibilita delle tecniche tradizionali
nell’individuazione della malattia residua minima.

Tuttavia, un prodotto di peso molecolare elevato ¢ pil soggetto a
degradazione del DNA in frammenti piu piccoli, sopratutto se i campioni
vengono conservati per lungo tempo a temperatura ambiente come alcuni
strisci citologici da noi utilizzati in questo studio retrospettivo. Tutti 1
campioni che hanno dato esito negativo per la ricerca di Gufo/CB2
modificato provengono da campioni stoccati da oltre 8 anni (1997-2000).
La scelta di effettuare 1’analisi di frammento ¢ stata dettata dagli enormi
vantaggi che offre rispetto alla visualizzazione dei prodotti PCR su gel, per
i limiti interpretativi che quest’ultima tecnica di visualizzazione pone
(oligoclonalita/ false clonalita). L’elettroforesi capillare ¢ wun’analisi
caratterizzata da una grandissima precisione che permette di rilevare
differenze di grandezza tra prodotti dell’ordine di 1 nucleotide,
consentendo di stabilire con estrema accuratezza la presenza di una
popolazione clonale.

L’elettroforesi capillare consente inoltre di visualizzare prodotti PCR
altrimenti non visibili, come quelli ottenuti in fase di remissione completa
della sintomatologia, contenenti un clone neoplastico residuo in una
popolazione predominante costituita da cellule linfocitarie normali,
aumentando cosi la capacitd di individuazione della malattia residua
minima (Jilani et al, 2006).

L’analisi di frammento ha tuttavia diversi limiti soprattutto legati al costo
della strumentazione e della manutenzione del sequenziatore, sebbene il
costo della singola analisi risulti piuttosto contenuto.

Un secondo limite di questa tecnica ¢ rappresentato dalle difficolta di
validazione: la visualizzazione dipende molto dalla quantita e dal tipo di

amplificato utilizzato. Gli artefatti da “plusA” o gli eccessi di amplificato
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hanno senz’altro rappresentato alcuni dei problemi piu frequenti da noi
riscontrati.

La validazione della PCR multiplex ha rappresentato la parte piu difficile
del presente lavoro. I vantaggi di poter visualizzare piu prodotti PCR
contemporaneamente € ovvio, cosi come ovvio ¢ il contenimento dei costi
di esecuzione effettuando una singola corsa elettroforetica per campione.
Tuttavia, la quantita e la grandezza di ogni singolo amplificato hanno
determinato notevoli problemi nella corretta visualizzazione di tutti i
prodotti ed hanno necessitato di molteplici prove eseguite utilizzando
diluizioni reciproche diverse in dipendenza della grandezza e della quantita
del prodotto.

Le analisi eseguite con sequenziatore genetico, hanno determinato la
possibilita di evidenziare prodotti che la visualizzazione effettuata su gel di
poliacrilammide non ha permesso di discriminare. Per esempio in alcuni
casi, all’interno di una banda discreta definita come monoclonale alla
visualizzazione su gel, ¢ stato possibile individuare due o tre prodotti
monoclonali molto simili per grandezza, permettendo di avanzare alcune
ipotesi patogenetiche. Una possibile spiegazione potrebbe essere dovuta al
meccanismo di diversita giunzionale che si verifica sulla regione CDR3 ad
opera delle ricombinasi, per apposizione di qualche nucleotide extra alle
estremita codificanti dei segmenti genici, durante il processo di
ricombinazione. Un ulteriore esempio pud essere rappresentato dalla
identificazione di due picchi posti alla distanza di circa 10 paia di basi, non
discriminabili alla visualizzazione su gel ed evidenziati frequentemente
all’analisi di frammento. Tali doppi picchi potrebbero essere determinati
dal fenomeno di mancata esclusione allelica per il quale la presenza di
entrambi gli alleli riarrangiati potrebbe spiegare un doppio picco, presente

su tutti i prodotti PCR di un campione.
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L’interpretazione dell’analisi di frammento eseguita complessivamente sui
96 casi di questo lavoro ha evidenziato la presenza di pattern di semplice
interpretazione  (pattern monoclonali e policlonali) esattamente
sovrapponibili a quelli studiati in Medicina Umana (van Dongen et al,
2003), e pattern pit complessi, come quelli riscontrati soprattutto su matrici
non linfonodali o su tessuti linfonodali molto vecchi nei quali la
degradazione del DNA ha determinato dei pattern a smear, accanto ai
picchi di peso atteso. Nel caso di matrici non-linfonodali sono stati
visualizzati pattern caratterizzati da molteplici picchi non specifici
(soprattutto attorno ai 200bp, anche di notevoli dimensioni) associati a
prodotti attesi dall’apparenza clonale, ma caratterizzati da base leggermente
pit ampia o irregolare. Una possibile spiegazione, potrebbe essere
rappresentata dalla quantita di “background” linfocitario policlonale, piu
probabilmente presente in tessuti non linfonodali quali cute, intestino o
midollo. La presenza di background policlonale ¢ annoverata tra le cause di
risultati falsi negativi per la competizione esercitata da queste cellule sui
primer consenso (van Dongen et al, 2003) La presenza di una concomitante
popolazione policlonale potrebbe spiegare la grande quantita di aspecifici
presenti, anche se in alcuni casi, la forma di tali prodotti ¢ risultata
decisamente clonale, suggerendo, come riportato in medicina umana, la
possibilita di prodotti di riarrangiamento intermedi rispetto alle dimensioni
di quelli attesi, dovuti probabilmente all’attacco dei primer a sequenze
omologhe, interne od esterne a quelle su cui stati sono disegnati (annealing
aspecifico), oppure all’amplificazione di un frammento derivante da una
linea germinale (non riarrangiato) (van Dongen et al, 2003).

Eseguendo le analisi di frammento in corsa singleplex ¢ stato possibile
individuare anche prodotti clonali di grandezza maggiore rispetto a quello

atteso. Secondo van Dongen e collaboratori (2003) questi prodotti
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potrebbero essere dovuti ad annealing del primer reverse (posto sul
segmento genico J), al segmento genico J pill vicino a quello riarrangiato.
La regione J con 1 suoi 6 segmenti occupa infatti una regione molto piccola,
che consentirebbe 1’attacco e 1’amplificazione di un prodotto anche sui
segmenti J non riarrangiati. Tuttavia 1'unico studio eseguito
sull’organizzazione genica del locus H in Medicina Veterinaria (Tamura et
al, 2006), ha identificato un solo segmento genico J, che pertanto non
supporterebbe tale spiegazione. Si potrebbe ipotizzare che 1’annealing sul
segmento non riarrangiato possa avvenire da parte del primer forward,
posto sul segmento V che potrebbe attaccarsi al segmento pill vicino non
riarrangiato. In effetti ’ampiezza della regione V, con i segmenti separati
da lunghe sequenze introniche non dovrebbe permettere 1’amplificazione di
un prodotto PCR, tuttavia il riarrangiamento VDJ non implica
necessariamente 1’impossibilita dei primer di legarsi ad un segmento V
posto sufficientemente vicino al suo omologo riarrangiato.

In generale la difficolta di interpretazione, dipende senz’altro dalla quantita
di clone neoplastico presente. Pattern irregolari o a smear o ancora prodotti
aspecifici possono non creare problemi se il prodotto molecolare del peso
atteso, determina un picco di altezza rilevante. Tuttavia uno dei limiti di
questa metodica ¢ I’elaborazione da parte del software delle altezze relative
dei picchi rispetto allo standard di riferimento, la cui altezza non ¢ sempre
costante ma pud oscillare all’interno di un range prestabilito dalla ditta
costruttrice (tra 900 e 1200 CFU) ed ¢ in dipendenza dalla quantita di
marcatore presente per ogni campione. Pertanto individuare una
popolazione clonale in di un pattern di questo tipo pud risultare molto

difficile.
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6.2 Prognosi molecolare di linfoma

Il primo esperimento condotto allo scopo di identificare la malattia residua
minima in cani affetti da linfoma ha evidenziato le difficolta di
standardizzazione di prelievi bioptici linfonodali in cani in remissione
clinica della sintomatologia, sottolineando al contempo come la clonalita T
fosse quella piu rappresentata nei campioni post-terapia, probabilmente per
la presenza di una popolazione oligoclonale T reattiva non distinguibile da
una popolazione monoclonale (false positivita T). I campioni risultati
negativi non sono stati peraltro confermati da indagine istologica
concomitante determinando percid la possibilita di falsi negativi per
inadeguatezza del campione.

La scelta di effettuare la ricerca della malattia residua minima da sangue
periferico ¢ stata dettata sia dalla necessita di standardizzare le tecniche di
prelievo rendendole pit semplici € meno invasive, sia dalla necessita di
standardizzare I’estrazione del DNA, consentendo di sottoporre ad indagini
molecolari quantita paragonabili di DNA di uno stesso soggetto.

Il lavoro di Keller e collaboratori (2004), ha evidenziato come la positivita
alla ricerca della clonalita su sangue periferico sia evidente in un numero
molto elevato di cani affetti da linfoma. Purtroppo, i soggetti eligibili per la
prova sperimentale sono stati soltanto 2 (ID 8 e ID86); pertanto, i risultati
di queste prove possono far avanzare ipotesi interpretative, che devono
comunque essere analizzate e comprovate da un ampio studio casistico.

La scelta della tecnica da utilizzare (PCR emi-nested), ¢ stata dettata
dall’evidenza che la PCR tradizionale non ¢ in grado di discriminare la
persistenza di un clone neoplastico residuo all’interno di una popolazione
linfocitaria policlonale predominante, producendo degli smear pattern
(competizione dei primer). Per questo motivo sono stati creati e validati in

fase diagnostica 2 primer forward, combinati con un primer reverse J
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modificato, in grado di determinare un amplificato di peso molecolare
sufficiente per essere utilizzato come stampo in una seconda reazione PCR,
aumentando la sensibilita di rilevamento del clone. La necessita di
modificare il primer J ¢ nata dalla difficolta pratica di utilizzare 1 due
primer reverse (CB2 e CB3) descritti da Burnett e collaboratori (2003), che
non possono essere miscelati in un’unica reazione PCR, aumentando i
tempi di esecuzione. Il primer CB2 modificato da noi validato ¢ stato
I’unico primer reverse utilizzato in fase diagnostica e si ¢ dimostrato in
grado di evidenziare un riarrangiamento clonale in 85 campioni su 89.

La prima prova eseguita con questa tecnica ¢ stata quella di confrontare i
pattern di sangue periferico di soggetti sani, iperplastici e linfomatosi in
fase di ammissione. La visualizzazione su gel di poliacrilammide di questa
prima prova ha determinato difficolta interpretative legate alla presenza di
una banda del peso atteso in tutti e tre i tipi di campione. Tuttavia, la banda
presente sui soggetti sani ed iperplastici, era caratterizzata da margini
sfumati e da un lieve smear pattern, mentre quella presente sui soggetti
linfomatosi ¢ risultata discreta, dominante e priva di trascinamento.

La prova eseguita sul primo dei due soggetti inclusi nello studio ha
determinato 1’evidenza di una banda simile a quella dei campioni
linfomatosi in ammissione, in tutti i campioni disponibili. Tuttavia le
difficolta interpretative riscontrate in generale nella visualizzazione su gel
hanno determinato la scelta di sottoporre tutti i campioni ad analisi di
frammento.

I risultati di questa prova hanno sottolineato la differenza esistente tra
campioni neoplastici € non neoplastici ma soprattutto hanno evidenziato la
persistenza di un clone neoplastico identico in tutti i campioni del soggetto

N°1, che ha mostrato una recidiva clinica precoce.

111



Il secondo soggetto che ha avuto una remissione clinica molto duratura ha
evidenziato la persistenza del clone associata tuttavia, ad un’oscillazione
quantitativa dello stesso. Il clone neoplastico sembrava diminuire
quantitativamente dopo 4 mesi dal termine del protocollo chemioterapico
per riaumentare nel prelievo effettuato il mese successivo. Tale aumento ha
prodotto un picco costante in altezza fino alla recidiva, avvenuta 2 mesi
dopo.

E’ bene sottolineare come tutti e due 1 soggetti abbiano mostrato una
persistenza del clone neoplastico nonostante la remissione clinica della
sintomatologia. Questo ¢ il primo studio nel quale vengono analizzati con
elettroforesi capillare campioni per il monitoraggio della Malattia Residua
Minima ottenuti con una tecnica PCR validata appositamente per tale scopo
e nonostante 1’esiguita del numero di soggetti studiati i risultati di questa
prova sperimentale suggeriscono alcune ipotesi riguardo alla possibilita di
quantificare il clone neoplastico residuo.

Nell’analisi di frammento, la valutazione quantitativa del picco
monoclonale ¢ possibile tramite la quantificazione dell’area sotto la curva,
ma ¢ relativa all’altezza dello standard di riferimento elaborato dal
software, pertanto non si tratta di una valutazione quantitativa in senso
assoluto. Una possibilita ¢ quella di confrontare I’altezza del picco prodotto
da Cmi (utilizzato come controllo DNA positivo), con I’altezza del clone
neoplastico in corsa multiplex, per avere un termine di paragone costante e
definire cosi la reale altezza dei picchi. Un passo successivo potrebbe
essere quello di validare una PCR Real-Time, in grado di misurare ad ogni
ciclo PCR il prodotto amplificato, come avviene in medicina umana dove
la quantificazione del clone neoplastico residuo ¢ divenuta pill importante a
fini prognostici della presenza/assenza del clone (Cazzaniga e Biondi,

2005).
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Come ¢ stato riportato nel secondo Capitolo di questa tesi, molte neoplasie
linfoproliferative sono caratterizzate da persistenza del clone neoplastico
poiche aumentando nel tempo la sensibilita dei test diagnostici si € riusciti
ad individuare un clone neoplastico in molti piu casi, anche in quelli
caratterizzati da remissioni cliniche lunghe od andamenti indolenti della
neoplasia, ridefinendo il concetto di remissione molecolare (Paietta, 2002).
Per tutti questi motivi la quantificazione del clone neoplastico, se
supportato dall’evidenza di persistenza clonale in un’ampio studio casistico
e correlato a dati prognostici potrebbe rappresentare una delle prospettive

di studio della malattia residua minima in corso di linfoma nel cane.
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