
AAllmmaa  MMaatteerr   SSttuuddiioorruumm  ɀɀ  UUnniivveerrssii ttàà  ddii   BBoollooggnnaa  

 

DOTTORATO DI RICERCA 

 

BIOTECNOLOGIE CELLULARI E MOLECOLARI 

 

Ciclo XXI 

 

Settore scientifico disciplinare di afferenza:  Vet/08 Clinica Medica Veterinaria 

 

IL CANE COME MODELLO ANIMALE SPONTANEO DI PATOLOGIE 

NEOPL!34)#(% $%,,ȭ5/-/ȡ '%.% !4!8)!-TELANGIECTASIA MUTATED 

(ATM) NELLA PREDISPOSIZIONE AL CANCRO ED IMPORTANZA DEI 

RIARRANGIMANTI GENICI DEI GENI Ig/TCR PER LA DIAGNOSI E 

PROGNOSI DELLE MALATTIE LINFOPROLIFERATIVE 

Presentata da:  Dott. Fabio Gentilini  

 

Coordinat ore Dottorato         Relatore  

 

Chiar.mo Prof. Lanfranco Masotti            Chair.ma Prof. Monica Forni  

___________________ 

 

Esame finale anno 2009 



2 

Sommario 

INTRODUZIONE .............................................................................................................................................................................. 4 

CAPITOLO 1 ɀRUOLO DI ATAXIA TELANGIECTASIA MUTATED (ATM) NELLA PREDISPOSIZIONE AL 

CANCRO .............................................................................................................................................................................................. 8 

1.1 PREDISPOSIZIONE GENETICA DELLE NEOPLASIE ...................................................................................... 8 

1.2 FUNZIONI BIOLOGICHE DI ATM ........................................................................................................................... 9 

1.2.1 Introduzione ..................................................................................................................................................................... 9 

ρȢςȢς ,ȭÉÎÔÅÒÖÅÎÔÏ ÄÅÌÌȭ!4- ÎÅÌÌȭÉÎÄÉÖÉÄÕÁÚÉÏÎÅ Å ÒÉÐÁÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÄÁÎÎÏ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ...................................... 9 

1.3 ATM E CANCRO ......................................................................................................................................................... 14 

1.3.1 La sindrome ataxia-ÔÅÌÁÎÇÉÅÃÔÁÓÉÁ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏ .................................................................................................. 14 

1.3.2 Mutazioni sul gene ATM nei pazienti A-T e i gruppi di complementazione ........................................ 15 

1.3.3 ATM e predisposizione al cancro .......................................................................................................................... 16 

1.3.4 ATM e cancro al seno ................................................................................................................................................. 16 

1.3.5 Tipi e localizzazione delle mutazioni nei portatori eterozigoti ................................................................ 17 

1.3.6 Splicing mutation nel gene ATM ........................................................................................................................... 19 

1.3.7 Correlazioni tra ATM e neoplasie linfoidi ......................................................................................................... 20 

1.4 IL CANE COME MODELLO DI PREDISPOSIZIONE AL CANCRO .................................................................... 25 

1.5 STRUTTURA ED OBIETTIVI DELLO STUDIO ....................................................................................................... 27 

1.6 STUDIO DEL TRASCRITTO E DELLE SEQUENZE CODIFICANTI DI ATM ................................................. 28 

1.7.1 Materiali & Metodi ...................................................................................................................................................... 35 

1.8 CONCLUSIONI ................................................................................................................................................................... 49 

1.9 BIBLIOGRAFIA .................................................................................................................................................................. 49 

CAPITOLO 2 ɀ IMPORTANZA DEI RIARRAGIAMENTI GENICI Ig/TCR NELLA DIAGNOSI E PROGNOSI 

DELLE MALATTIE LINFOPROLIFERATIVE NEL CANE ........................................................................................... 54 

2.1 GENETICA DELLE IMMUNOGLOBULINE .............................................................................................................. 54 

2.1.1 Introduzione .................................................................................................................................................................. 54 

2.1.2 Struttura molecolare delle Ig e del TCR ............................................................................................................. 54 

2.1.2.1 Immunoglobuline (Ig) ....................................................................................................................................... 54 

2.1.2.2 TCR ............................................................................................................................................................................ 56 

2.1.3 Organizzazione dei geni delle Ig e del TCR ....................................................................................................... 58 

2.1.3.1 Immunoglobuline ................................................................................................................................................ 59 

2.1.3.2 TCR ............................................................................................................................................................................ 60 

2.1.4 La diversità immunitaria .......................................................................................................................................... 61 

2.1.4.1 Ricombinazione somatica (Riarrangiamento V(D)J) ........................................................................... 61 

2.1.4.2 Diversità combinatoria ..................................................................................................................................... 64 

2.1.4.3 Diversità giunzionale ......................................................................................................................................... 65 



3 

ςȢρȢτȢσ $ÉÖÅÒÓÉÔÛ ÓÏÍÁÔÉÃÁ ɉ-ÁÔÕÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÁÆÆÉÎÉÔÛɊ ....................................................................................... 69 

2.2 DIAGNOSI E PROGNOSI MOLECOLARI DELLE MALATTIE LINFOPROLIFERATIVE ........................... 71 

2.2.1 Introduzione .................................................................................................................................................................. 71 

2.2.2 Utilizzo delle tecniche molecolari nella diagnosi delle neoplasie linfoproliferative ....................... 71 

2.2.3 Ricerca della clonalità ................................................................................................................................................ 72 

2.2.4. Traslocazioni cromosomiche ................................................................................................................................. 73 

2.2.5 Malattia Residua Minima (MRM) .......................................................................................................................... 76 

2.3 LA PCR NELLA DIAGNOSI E NEL MONITORAGGIO DELLE NEOPLASIE LINFOPROLIFERATIVE .. 77 

2.3.1 Introduzione .................................................................................................................................................................. 77 

2.3.2 Amplificazione dei riarrangiamenti genetici dei recettori antigene-specifici tramite PCR .......... 79 

2.3.3 Limiti della PCR nella valutazione della clonalità e della MRM ................................................................ 83 

2.3.4 I riarrangiamenti genici clonali dei recettori antigene-specifici nelle neoplasie linfoproliferative 

canine .......................................................................................................................................................................................... 84 

2.3.5 Identificazione dei primer consenso per la ricerca della clonalità nelle neoplasie linfoidi B 

canine .......................................................................................................................................................................................... 85 

ςȢσȢφ )ÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ ÐÅÒ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁ ÄÅÌ 4#2 .............................................................. 86 

2.3.7 Sensibilità della PCR nella valutazione della clonalità dei riarrangiamenti genici dei recettori 

antigene-specifici nelle neoplasie linfoproliferative canine ................................................................................. 87 

2.3.8 Specificità della PCR nella valutazione della clonalità dei riarrangiamenti genici dei recettori 

antigene-specifici nelle malattie linfoproliferative canine .................................................................................... 90 

2.3.9 Determinazione della linea di origine delle neoplasie linfoidi mediante scoperta dei 

riarrangiamenti genici dei recettori antigene-specifici .......................................................................................... 91 

2.4 STRUTTURA ED OBIETTIVI DEL PROGETTO ...................................................................................................... 93 

2.4.1 Diagnosi delle malattie linfoproliferative nella specie canina .................................................................. 93 

2.4.2 Prognosi mediante valutazione della malattia residua minima delle malattie linfoproliferative 

della specie canina ...............................................................................................................................................................104 

./4! 35, $)2)44/ $ȭ!54/2% ...........................................................................................................................................133 

 



4 

INTRODUZIONE 

Negli ultimi anni la medicina ÔÒÁÓÌÁÚÉÏÎÁÌÅ ÃÈÅ ÓÉ ÁÖÖÁÌÅ ÄÅÌÌȭÏÎÃÏÌÏÇÉÁ ÃÏÍÐÁÒÁÔÁ ÈÁ ÆÏÒÎÉÔÏ ÕÎ 

impulso notevole alla ricerca biomedica sul cancro. La ricerca integrata utilizza modelli spontanei di 

neoplasie negli animali domestici ed in particolare negli animali da compagnia come strumento 

efficace per acquisire nuove informazioni sulla biologia delle neoplasie, per verificare nuove scoperte 

ÄÅÒÉÖÁÎÔÉ ÄÁÌÌȭoncologia sperimentale in modelli in vivo e per trasferire rapidamente opzioni 

terapeutiche innovative dallo studio pre-ÃÌÉÎÉÃÏ ÁÌÌÁ ÓÐÅÒÉÍÅÎÔÁÚÉÏÎÅ ÃÌÉÎÉÃÁ ÓÕÌÌȭÕÏÍÏȢ 

) ÍÏÔÉÖÉ ÄÉ ÔÁÌÅ ÒÉÎÎÏÖÁÔÏ ÉÎÔÅÒÅÓÓÅ ÐÅÒ ÌȭÏÎÃÏÌÏÇÉÁ ÃÏÍÐÁÒÁta sono molteplici. Da un punto di vista 

ÅÐÉÄÅÍÉÏÌÏÇÉÃÏȟ ÌȭÉÎÃÉÄÅÎÚÁ ÄÅÌ ÃÁÎÃÒÏ ÎÅÇÌÉ ÁÎÉÍÁÌÉ ÄÏÍÅÓÔÉÃÉ î ÉÎÃÒÅÍÅÎÔÁÔÁ ÎÅÌÌÅ ÕÌÔÉÍÅ ÄÅÃÁÄÉ 

parallelamente ÁÌÌȭÉÎÃÒÅÍÅÎÔÏ ÏÓÓÅÒÖÁÔÏ ÎÅÌÌÁ ÓÐÅÃÉÅ ÕÍÁÎÁȢ 4ÁÌÅ ÉÎÃÒÅÍÅÎÔÏ îȟ ÁÌÍÅÎÏ ÉÎ ÐÁÒÔÅȟ 

ÃÏÒÒÅÌÁÔÏ ÁÌÌȭÉÎÃÒÅÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌȭÁÔÔÅÓÁ ÄÉ ÖÉÔÁ ÄÅÇÌÉ ÁÎÉÍÁÌÉ ÄÁ ÃÏÍÐÁÇÎÉÁ ÃÏÎÓÅÇÕÅÎÔÅ ÁÌ ÍÉÇÌÉÏÒÁÍÅÎÔÏ 

ÄÅÌÌȭÁÌÉÍÅÎÔÁÚÉÏÎÅ nonchè ÁÌÌȭÁÍÐÉÁ ÄÉÆÆÕÓÉÏÎÅ Å ÁÌÌÅ ÉÎÎÏvazioni delle cure veterinarie. 

#ÏÎÔÅÓÔÕÁÌÍÅÎÔÅ ÇÌÉ ÁÎÉÍÁÌÉ ÄÁ ÃÏÍÐÁÇÎÉÁ ÃÏÎÄÉÖÉÄÏÎÏ É ÍÅÄÅÓÉÍÉ ÁÍÂÉÅÎÔÉ ÄÅÌÌȭÕÏÍÏ Å, come i loro 

padroni, sono esposti agli stessi contaminanti ambientali.  

In molti casi le caratteristiche istologiche delle neoplasie nei pet sono sovrapponibili alle rispettive 

neoplasie umane. Questo è vero ad esempio per i melanomi, i linfomi non-Hodgkin, le leucemie, gli 

osteosarcomi, i sarcomi dei tessuti molli, i carcinomi della prostata, i carcinomi mammari e della 

vescica. Anche a livello molecolare, sebbene gli studi di oncologia comparata in questo settore siano 

ancora limitati, microarray tissutali evidenziano i medesimi pattern di espressione di neoplasie quali 

gli osteosarcomi. Come le neoplasie umane e differentemente dai modelli sperimentali nei roditori da 

laboratorio, la biologia delle neoplasie negli animali da compagnia presenta le medesime complessità: 

il microambiente tumorale è estremamente complesso ed eterogeneo, le cellule neoplastiche 

interagiscono con un sistema immunitario competente ed acquisiscono rapidamente farmaco 

resistenza così come ÌÅ ÍÕÔÁÚÉÏÎÉ ÓÏÍÁÔÉÃÈÅ ÃÈÅ ÇÕÉÄÁÎÏ ÌȭÅÖÏÌÕÚione neoplastica verso fenotipi più 

aggressivi e ad elevata capacità di meta statizzazione sono le medesime. 
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Le informazioni molecolari sulla cancerogenesi negli animali da compagnia sono state rese possibili 

dal completamento del sequenziamento del genoma canino e dal notevole e rapido incremento delle 

coperture dei genomi degli altri animali domestici. La variabilità genetica inter-razziale nel cane è di 

gran lunga maggiore di quella riscontrata nei ceppi di roditori da laboratorio e paragonabile a quella 

osservata in popolazioni complesse nella specie umana. Di contro, la maggiore omogeneità genetica 

ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÅ ÒÁÚÚÅ ÓÉ ÐÒÅÓÔÁ ÁÌÌÏ ÓÔÕÄÉÏ ÄÅÌÌȭÉÎÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÔÒÁ ÇÅÎÉ Å ÁÍÂÉÅÎÔÅȢ 

) ÖÁÎÔÁÇÇÉ ÄÅÉ ÍÏÄÅÌÌÉ ÓÐÏÎÔÁÎÅÉ ÄÉ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ ÄÅÌÌȭuomo includono anche molti aspetti concernenti la 

terapia. Solitamente i proprietari degli animali sono fortemente motivati a trattare i propri animali con 

ÁÐÐÒÏÃÃÉ ÓÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÉ ÃÈÅ ÍÅÇÌÉÏ ÒÉÓÐÏÎÄÏÎÏ ÁÌÌȭÅÓÉÇÅÎÚÁ ÄÉ ÇÁÒÁÎÔÉÒÅ ÉÌ ÂÅÎÅÓÓÅÒÅ ÏÌÔÒÅ ÃÈÅ ÄÉ ÃÕÒÁÒÅ 

la neoplasia. Anche gli aspetti normativi che riguardano la sperimentazione di nuove molecole sono 

molto meno stringenti di quanto non accada per le sperimentazioni cliniche umane. Contestulamente i 

dati acquisiti su sperimentazioni animali entrano nei dossier che le industrie farmaceutiche devono 

ÃÏÍÕÎÑÕÅ ÐÒÏÄÕÒÒÅ ÐÅÒ ÒÉÃÈÉÅÄÅÒÅ ÌÏ ÓÔÁÔÕÓ ÄÉ ȰÎÕÏÖÏ ÆÁÒÍÁÃÏ ÓÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÅȱ ɉ).$ɊȢ !ÎÃÏÒÁȟ ÓÅÂÂÅÎÅ 

ÄÁ ÕÎ ÐÕÎÔÏ ÄÉ ÖÉÓÔÁ ÁÎÁÔÏÍÉÃÏ Å ÆÕÎÚÉÏÎÁÌÅ ÇÌÉ ÁÎÉÍÁÌÉ ÄÁ ÃÏÍÐÁÇÎÉÁ ÓÉÁÎÏ ÍÏÌÔÏ ÓÉÍÉÌÉ ÁÌÌȭÕÏÍÏȟ ÉÌ 

comportamento biologico delle neoplasie è estremamente accelerato e gli indicatori di efficacia di 

farmaci sperimentali possono essere misurati ed acquisiti in tempi molto più ridotti che non nelle 

sperimentazioni umane. I più rilevanti esempi di farmaci innovativi che hanno enormi potenzialità di 

essere traslati alla medicina umana dopo essere stiati sperimentati con successo nella cura delle 

neoplasie sono rappresentati dal vaccino anti-melanoma e i farmaci inibitori tirosina-chinasici anti KIT 

utilizzati per il trattamento del mastocitoma canino e potenzialmente efficaci per il trattamento dei 

sarcomi GIST con mutazioni c-ËÉÔ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏȢ 

Riportiamo integralmente quello che può essere considerato il manifesto della medicina traslazionale 

Å ÄÅÌÌȭÉÍÐÏÒÔÁÎÚÁ ÄÅÌÌȭÏÎÃÏÌÏÇÉÁ ÃÏÍÐÁÒÁÔÁ ÐÕÂÂÌÉÃÁÔo recentemente su Nature Medicine Cancer: 

Ȱ.ÁÔÕÒÁÌÌÙ ÏÃÃÕÒÒÉÎÇ ÃÁÎÃÅÒÓ ÉÎ ÐÅÔ ÄÏÇÓ ÁÎÄ ÈÕÍÁÎÓ ÓÈÁÒÅ ÍÁÎÙ ÆÅÁÔÕÒÅÓȟ ÉÎÃÌÕÄÉÎÇ ÈÉÓÔÏÌÏÇÉÃÁÌ 

appearance, tumour genetics, molecular targets, biological behaviour and response to conventional 

therapies. Studying dogs with cancer is likely to provide a valuable perspective that is distinct from that 

generated by the study of human or rodent cancers alone. The value of this opportunity has been 
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increasingly recognized in the field of cancer research for the identification of cancer-associated genes, 

the study of environmental risk factors, understanding tumour biology and progression, and, perhaps 

ÍÏÓÔ ÉÍÐÏÒÔÁÎÔÌÙȟ ÔÈÅ ÅÖÁÌÕÁÔÉÏÎ ÁÎÄ ÄÅÖÅÌÏÐÍÅÎÔ ÏÆ ÎÏÖÅÌ ÃÁÎÃÅÒ ÔÈÅÒÁÐÅÕÔÉÃÓȱȢ(Paoloni e Khanna, 

Nature reviews, Cancer 2008). 

 

La presente tesi di Dottorato raccoglie i risultati delle ricerche svolte negli ultimi anni in stretta 

collaborazione con il laboratorio di Biologia Cellulare e Molecolare (BCM) del DIMORFIPA che da anni 

si occupa di modelli animali di patologie umane.  

La tesi si articola in 2 capitoli. Nel primo capitolo sono esposte le ricerche condotte per valutare il 

ruolo delle mutazioni germinali della proteina Ataxia-Telangiectasia Mutated (ATM) in una razza 

canina (razza boxer), che manifesta una evidente ,e ben documentata, ÐÒÅÄÉÓÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÁÌÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ 

di neoplasie con particolare riguardo al linfoma, al mastocitoma e alle neoplasie mammarie.  

Le mutazioni germinali del locus ATM ÓÏÎÏ ÓÔÕÄÉÁÔÅ ÄÁ ÍÏÌÔÏ ÔÅÍÐÏ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏ. Nel corso del tempo si 

sono accumulate numerose evidenze scientifiche sul probabile ruolo di tali mutazioni nel predisporre 

ÁÌÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÉ ÁÌÃÕÎÅ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ ÔÒÁ ÃÕÉ ÌÁ ÍÁÌÁÔÔÉÅ ÌÉÎÆÏÐÒÏÌÉÆÅÒÁÔÉÖÅ Å ÌÅ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ ÍÁÍÍÁÒÉÅ. 

Recentemente, tuttavia, alcuni studi non hanno confermato tale associazione (Dombernowsky et al., 

2008: .Mao et al., 2008). I motivi di tale incertezza possono essere diversi: in primo luogo il cancro, 

(con alcune infrequenti  eccezioni) è una patologia polifattoriale dove il background genetico può 

giocare un ruolo importante ma dove i fattori ambientali hanno un peso prevalente; in secondo luogo il 

numero estremamente elevato di tipologie differenti di mutazioni e di differenti ricadute funzionali 

sulla proteina ATM ÐÕĔ ÃÏÍÐÌÉÃÁÒÅ ÎÏÔÅÖÏÌÍÅÎÔÅ ÌȭÉÎÔÅÒÐÒÅÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÆÆÅÔÔÏ di ciascuna; infine, la 

variabilità  genetica nella specie umana rappresenta un limite importante di tutti gli studi di genetica di 

ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ ÔÁÎÔȭî ÃÈÅ ÌȭÉÎÔÅÒÅÓÓÅ ÄÉ ÍÏÌÔÉ ÇÅÎÅÔÉÓÔÉ î ÒÉÖÏÌÔÏ Á ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÉ ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÔÅ ÄÁ ridotta 

variabilità  genetica conseguente a fattori sociologici o di isolamento geografico (cd population 

isolates). 

Le moderne razze canine si sono originate ed evolute in tempi che da un punto di vista del genetista 

sono considerati molto recenti e ÃÈÅ ÐÏÓÓÉÁÍÏ ÆÁÒÅ ÒÉÓÁÌÉÒÅ ÁÌÌȭÅÐÏca Vittoriana. La pressione selettiva 

operata dagli allevatori sulla base di caratteristiche fenotipiche morfologiche, funzionali e attitudinali è 
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avvenuta con ampio ricorso agli accoppiamenti tra ÃÏÎÓÁÎÇÕÉÎÅÉ Å ÁÌÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÐÏÃÈÉ ÒÉÐÒÏÄÕÔÔÏÒÉ 

fondatori . Conseguentemente, la variabilità fenotipica e genetica tra le diverse razze è estremamente 

elevata mentre, al contrario, ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÉ ÃÉÁÓÃÕÎÁ ÒÁÚÚÁ ÌÁ ÖÁÒÉÁÂÉÌÉÔÛ ÇÅÎÅÔÉÃÁ î ÍÉÎÉÍÁ ÔÁÎÔÏ ÃÈÅ 

ciascuna razza può essere considerta un closed gene pools. Ad esempio, la variabilità genetica tra le 

razze canine rappresenta il 27% della variabilità totale della specie canina, contro il 5-10% della 

variabilità tra le popolazioni umane. Ancora, il range medio di linkage disequilibrium î ÐÁÒÉ Á Ђ ς-Â nel 

cane ÃÏÎÔÒÏ ÃÉÒÃÁ πȢςψ -Â ÎÅÌÌȭÕÏÍÏȢ ɉ7ÁÙÎÅ Å /ÓÔÒÁÎÄÅÒȟ ςππχɊȢ 

In considerazione di quanto sopra esposto, il cane si configura come un modello efficace ed 

estremamente vantaggioso anche da un punto di vista economico per lo studio e la mappatura di 

malattie complesse come la predisposizione al cancro. 

Nel secondo capitolo della presente tesi sono raccolti i risultati degli studi finalizzati alla messa a 

punto di tecniche molecolari per la diagnosi delle malattie linfoproliferative e per il  monitoraggio della 

malattia residua minima nel cane.  

Anche in questo caso la notevole omologia tra cane e uomo nella struttura dei loci delle 

immunoglobuline e del T cell receptor ha consentito di attingere ampiamente dagli studi condotti nella 

specie ÕÍÁÎÁ ÃÏÎ ÌȭÏÂÉÅÔÔÉÖÏ ÄÉ ÄÅÆÉÎÉÒÅ ÓÔÒÁÔÅÇÉÅ Å ÔÅÃÎÉÃÈÅ ÃÈÅ ÁÖÅÓÓÅÒÏ ÕÎÁ ÒÉÃÁÄÕÔÁ ÐÒÁÔÉÃÁ ÎÅÌÌÁ 

gestione clinica dei cani affetti da linfomi. Tuttavia, poiché il linfoma del cane rappresenta un ottimo 

ÍÏÄÅÌÌÏ ÄÉ ÓÔÕÄÉÏ ÄÅÌ ÌÉÎÆÏÍÁ ÎÏÎ (ÏÄÇËÉÎ ÄÅÌÌȭÕÏÍÏȟ ÌÁ possibilità di utilizzare strumenti molecolari 

ÐÅÒ ÌÁ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÁ ÄÅÉ ÔÒÁÔÔÁÍÅÎÔÉ ÔÅÒÁÐÅÕÔÉÃÉ ÒÅÎÄÅ ÉÌ ÍÏÄÅÌÌÏ ÁÎÃÏÒÁ ÐÉĬ ÁÔÔÒÁÅÎÔÅ ÐÅÒ ÌÁ 

sperimentazione di nuove molecole. Infine, e come esito non previsto tra i nostri obiettivi, le strategie 

messe a punto per il cane, proprio in considerazione della sostanziale omologia con la specie umana, si 

sono rivelate potenzialmente in grado di applicazione anche alla medicina umana in termini di analoga 

accuratezza ma con minor costo rispetto alle tecniche attualmente utilizzate. 
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CAPITOLO 1 ɀRUOLO DI ATAXIA TELANGIECTASIA MUTATED (ATM) NELLA 

PREDISPOSIZIONE AL CANCRO 

1.1 PREDISPOSIZIONE GENETICA DELLE NEOPLASIE 

Il cancro è una patologia eminentemente polifattoriale in cui intervengono numerosi fattori quali 

esposizione ambientale a tossici, alimentazione, esposizione a raggi UV, fumo di tabacco, virus ed altri 

che interagiscono con il background genetico individuale. Molte di queste noxe determinano mutazioni 

somatiche e/o  alterazioni epigenetiche che rivestono un ruolo eminente nella cancerogenesi tanto che 

ÓÉ ÐÕĔ ÁÆÆÅÒÍÁÒÅ ÃÈÅ ÉÌ ÃÁÎÃÒÏ î Ȱ ÕÎÁ ÍÁÌÁÔÔÉÁ ÇÅÎÅÔÉÃÁ ÃÈÅ ÓÏÌÏ ÔÁÌÖÏÌÔÁ ÐÕĔ ÅÓÓÅÒÅ ÅÒÅÄÉÔÁÒÉÁȱȢ Circa il 

χπϷ ÄÅÌÌÅ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ î ÃÏÎÓÉÄÅÒÁÔÏ ÓÐÏÒÁÄÉÃÏ Å ÌÅÇÁÔÏ ÉÎ ÍÏÄÏ ÓÔÏÃÁÓÔÉÃÏ ÁÌÌȭÅÓÐÏÓÉÚÉÏÎÅ Á Æattori di 

rischio. Nel restante 30% dei casi, le neoplasie sono considerate eredo-familiari. La predisposizione 

genetica può essere determinata da alleli a bassa penetranza (circa il 20% dei casi) o a penetranza 

elevata (nel restante 10% dei casi). Esempio paradigmatico è rappresentato dalle mutazioni dei geni 

BRCA1 e BRCA2: complessivamente, nei soggetti carrier il rischio cumulativo di sviluppare una 

neoplasia mammaria entro i 70 anni è del 90% (Nagy et al., 2004; Garber et al.,2005). 

Ad oggi sono state descritte oltre 200 sindrÏÍÉ ÄÉ ÐÒÅÄÉÓÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÁÌÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÉ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅȢ ,Á ÇÒÁÎ 

parte di queste sindromi sono causate da mutazioni germinali rare o molto rare che, tuttavia, nel 

complesso rappresentano la causa di una percentuale variabile tra il 5% e il 10% di tutte le neoplasie.  

Tali mutazioni si verificano a carico di oncogeni, geni oncosoppressori o geni legati alla risposta al 

ÄÁÎÎÏ ÁÌ $.!Ȣ 2ÉÅÎÔÒÁ ÉÎ ÑÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÁ ÃÁÔÅÇÏÒÉÁ ÌÁ ÓÉÎÄÒÏÍÅ !ÔÁØÉÁ-Telangiectasia (A-T) causata da 

mutazioni a carico del gene Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM). A-T è una patologia autosomica 

ÒÅÃÅÓÓÉÖÁ Á ÐÅÎÅÔÒÁÎÚÁ ÅÌÅÖÁÔÁ ɉρππϷɊ Å ÃÏÎ ÕÎȭÉÎÃÉÄÅÎÚÁ ÄÉ ÃÉÒÃÁ ρȾσππππ ɀ 1/100000 individui. Se 

quindi non vi è alcun dubbio che i soggetti con mutazioni in omozigosi siano predispÏÓÔÉ ÁÌÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ 

di neoplasie, il dibattito è aperto sulla possibilità che mutazioni in eterozigosi possono aumentare la 

suscettibilità al cancro.  
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1.2 FUNZIONI BIOLOGICHE DI ATM 

1.2.1 Introduzione 

ATM rappresenta un importante fattore di rilevazione del danno a carico del DNA. Si trova, infatti, al 

vertice di una serie di pathways che coinvolgono diverse proteine e che hanno come finalità la 

regolazione del ciclo cellulare e la riparazione del danno alla doppia elica.  

 

1.2.2 ,ȭÉÎÔÅÒÖÅÎÔÏ ÄÅÌÌȭ!4- ÎÅÌÌȭÉÎdividuazione e riparazione del danno cellulare 

Alcuni dei punti più importanti di controllo del ciclo cellulare sono innescati dal danno al DNA. 

Uno dei tipi di danno a cui le cellule sono più sensibili è la rottura della doppia elica. Tale tipo di danno 

è classicamente indotto dalle radiazioni ionizzanti (IR) o, in alternativa, da alcuni farmaci 

ÃÈÅÍÉÏÔÅÒÁÐÉÃÉȟ ÄÁÉ ÒÁÄÉÃÁÌÉ ÌÉÂÅÒÉ ÄÅÌÌȭÏÓÓÉÇÅÎÏ Å ÄÁÌÌÏ ÓÔÒÅÓÓ ÍÅÃÃÁÎÉÃÏ Á ÃÁÒÉÃÏ ÄÅÉ ÃÒÏÍÏÓÏÍÉ 

(Khanna e Jackson, 2001 ). Le mutazioni del DNA, indipendentementÅ ÄÁÌÌȭÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÆÁÔÔÏÒÉ ÍÕÔÁÇÅÎÉȟ 

sono eventi piuttosto frequenti durante la replicazione. Il DNA danneggiato è riconosciuto e legato da 

un complesso di proteine che attivano vie di segnale che possono portare al blocco cellulare e alla 

riparazione del daÎÎÏ ÏÐÐÕÒÅȟ ÓÅ ÑÕÅÓÔÏ ÎÏÎ î ÐÏÓÓÉÂÉÌÅȟ ÁÌÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉȢ 

Il processo di riparazione del danno da rottura del doppio filamento rappresenta un evento molto 

ÄÅÌÉÃÁÔÏ ÐÅÒ ÌÁ ÃÅÌÌÕÌÁȢ 5ÎÁ ÒÉÐÁÒÁÚÉÏÎÅ ÅÒÒÁÔÁ ÄÅÌ ÄÁÎÎÏ ÐÕĔ ÃÏÎÄÕÒÒÅ ÁÌÌÁ ÐÅÒÄÉÔÁ Ï ÁÌÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ 

di materiale cromosomico o, in alcuni casi, a traslocazioni di ampi segmenti genici. Questi eventi 

possono condurre allo sviluppo di una neoplasia nel caso in cui, ad esempio, il segmento cromosomico 

deleto codifichi per un fattore di soppressione tumorale ÏÐÐÕÒÅ ÎÅÌÌȭÅÖÅÎÔÕÁÌÉÔÛ ÃÈÅ ÖÅÎÇÁ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÁ 

ÕÎÁ ÒÅÇÉÏÎÅ ÃÈÅ ÃÏÎÔÉÅÎÅ ÌȭÉÎÆÏÒÍÁÚÉÏÎÅ ÐÅÒ ÌÁ ÐÒÏÄÕÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎÁ ÏÎÃÏÐÒÏÔÅÉÎÁ ɉKhanna e Jackson, 

2001 ). 

Il controllo del danno del DNA a doppio filamento coinvolge di solito tre gruppi di proteine; le proteine 

che, riconoscendo il danno al DNA; agiscono da sensori, le proteine trasduttrici, le quali vengono 

attivate dai sensori e amplificano il segnale agendo, a loro volta, sul gruppo successivo di proteine; e le 

proteine effettrici, che eseguono le azioni necessarie alla riparazione del danno (figura 1.2.2.I).  
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Figura 1.2.2.I: Proteine coinvolte nella riparazione del danno al DNA. Da Khanna e Jackson, 2001 modificato. 

 

Esistono due vie di riparazione al danno della doppia elica, che si attivano in momenti diversi del ciclo. 

La riparazione per ricombinazione omologa (Homolougous recombination repair, HRR), ripara il 

danno al DNA durante la fine della fase S ed in fase G2 operando sui due cromatidi omologhi; la 

riparazione per unione delle estremità non omologhe (non-homologous end-joining, NHEJ) interviene, 

invece, in fase G1 e nei primi momenti della fase S (Lavin et al., 2005). 

Nella HRR ÌÅ ÅÓÔÒÅÍÉÔÛ ÄÅÌ $.! ÄÁÎÎÅÇÇÉÁÔÏ ÖÅÎÇÏÎÏ ÐÒÉÍÁ ÄÉ ÔÕÔÔÏ ÔÁÇÌÉÁÔÅ ÉÎ ÄÉÒÅÚÉÏÎÅ υȭ-σȭ ÄÁ 

nucleasi. La risultante estremità 3ȭ ÄÅÌ ÓÉÎÇÏÌÏ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏ ÉÎÖÁÄÅ ÌÁ ÄÏÐÐÉÁ ÅÌÉÃÁ ÄÉ $.! ÎÏÎ 

ÄÁÎÎÅÇÇÉÁÔÏ ÄÅÌ ÃÒÏÍÁÔÉÄÅ ÏÍÏÌÏÇÏ Å ÖÉÅÎÅ ÅÓÔÅÓÁ ÄÁÌÌȭÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎÁ $.! ÐÏÌÉÍÅÒÁÓÉȟ ÃÈÅ ÃÏÐÉÁ ÌÅ 

ÉÎÆÏÒÍÁÚÉÏÎÉ ÄÁÌÌȭÅÍÉÅÌÉÃÁ ÄÅÌ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏ ÉÎÔÁÔÔÏȢ #ÏÎÔÅÍÐÏÒÁÎÅÁÍÅÎÔÅ ÌȭÁÌÔÒÁ ÅÍÉÅÌÉÃÁ ÄÅÌ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏ Äi 

$.! ÉÎÔÁÔÔÏ ÉÎÖÁÄÅ Á ÓÕÁ ÖÏÌÔÁ ÉÌ ÓÅÇÍÅÎÔÏ ÄÁÎÎÅÇÇÉÁÔÏȢ 4ÒÁÍÉÔÅ ÌȭÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎÁ ÌÉÇÁÓÉ ÌÅ ÅÓÔÒÅÍÉÔÛ ÄÅÉ 

vari frammenti vengono unite in modo da riformare due doppie eliche intatte (figura 1.2.2.II). 

A differenza della HRR, la NHEJ non richiede la presenza di un doppio filamento omologo non 

danneggiato. In questo processo le due estremità del doppio filamento danneggiato vengono 

semplicemente legate assieme. Per questo motivo la NHEJ può più frequentemente portare ad errori, 

come la perdita o introduzione di brevi sequenze di basi (figura 1.2.2.II). 
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Figura 1.2.2.II : Vie di riparazione del danno al doppio filamento (Shiloh, 2003) 

 

Il blocco del ciclo cellulare e la riparazione del danno vengono operati da proteine effettrici. La loro 

azione è subordinata ai sensori, che riconoscono il danno al DNA. 

Una delle più importanti proteine sensore specifica per la rottura del doppio filamento è ATM. 

ATM è una chinasi del peso molecolare di 370 kDa ed è normalmente associata al DNA. Nelle cellule 

con DNA integro si presenta in forma dimerica inattiva in cui il dominio catalitico di ogni monomero 

ÅÎÔÒÁ ÉÎ ÃÏÎÔÁÔÔÏ ÃÏÎ ÕÎ ÓÉÔÏ ÄÉ ÆÏÓÆÏÒÉÌÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÁÌÔÒÏ ÍÏÎÏÍÅÒÏȟ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÔÏ ÄÁ ÕÎÁ ÓÅÒÉÎÁ ÉÎ 

ÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ρωψρȢ ,Á ÒÏÔÔÕÒÁ ÄÅÌ $.! ÃÏÍÐÏÒÔÁ ÕÎȭÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÃÒÏÍÁÔÉÎÁ ÃÈÅ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁ Ìȭ 

autofosforilazione intermolecolare del dimero di ATM. Il dominio catalitico di ogni monomero 

fosforila, cioè, la serina del corrispettivo determinando la scissione del dimero e quindi attivandolo. Il 

monomero di ATM attivo , agisce poi sui substrati (Bakkenist e Kastan, 2003). Goodarzi e collaboratori 
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ÈÁÎÎÏ ÄÉÍÏÓÔÒÁÔÏ ÃÈÅ ÌÁ ÆÏÓÆÁÔÁÓÉ 00ς! ÍÏÄÕÌÁ ÅÄ ÉÎ ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅ ÉÎÉÂÉÓÃÅ ÌȭÁÕÔÏÆÏÓÆÏÒÉÌÁÚÉÏÎÅ ÄÉ !4- ÉÎ 

assenza di danno alla doppia elica (Goodarzi et al., 2004) 

%ȭ ÓÔÁÔÏ ÏÓÓÅÒÖÁÔÏ ÃÈÅ, anche in seguito ad un lieve danno al DNA con un numero esiguo di punti di 

rottura della doppia elica, si ha una rapida e imponente autofosforilazione di diverse unità di ATM. 

Questo ha fatto supporre che la rottura del doppio filamento causi delle modificazioni nel nucleo, le 

quali sono rilevate da ATM anche a distanza. %ȭ ÓÔÁÔÏ ÄÉÍÏÓÔÒÁÔÏ, inoltre, che ATM non è sensibile 

soltanto alle rotture del doppio filamento di DNA, ma anche alle alterazioni strutturali della cromatina 

e dei cromosomi, che determinano una rapida e diffusa fosforilazione della proteina (Bakkenist e 

Kastan, 2003). 

%ÓÉÓÔÅ ÕÎȭÁÌÔÒÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁ ÓÅÎÓÏÒÅ ÃÈÅ ÁÇÉÓÃÅ ÉÎ ÓÉÎÅÒÇÉÁ ÃÏÎ !4-Ȣ 4ÁÌÅ ÐÒÏÔÅÉÎÁȟ ÃÈÉÁÍÁÔÁ ATM-related 

protein (ATR), opera in modo ridondante con ATM, sebbene sembri essere più sÐÅÃÉÆÉÃÁ ÄÉ ÑÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÁ 

ÎÅÌÌȭÉÎÄÉÖÉÄÕÁÒÅ ÄÅÉ ÄÁÎÎÉ ÁÌ $.! ÃÁÕÓÁÔÉ ÄÁÉ ÒÁÇÇÉ ÕÌÔÒÁÖÉÏÌÅÔÔÉ e comunque nel non riconoscere i 

medesimi substrati di ATM (Khanna e Jackson, 2001 ;Shiloh, 2003) (Figura 1.2.2.III ). 

 

Figura 1.2.2.III : Sia ATM che ATR sono attivate in caso di danno al doppio filamento. In alcune fasi del ciclo 

ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ !4- îȟ ÔÕÔÔÁÖÉÁ Á ÍÏÎÔÅ ÄÉ !42 

 

Una volta resa attiva, ATM fosforila una serie di substrati, che intervengono sul blocco del ciclo 

cellulare e sulla riparazione del danno. 

Le proteine più importanti sulle quali ATM agisce sono rappresentate da p53 e da Chk2 e Chk1, che 

bloccano il ciclo cellulare. ATM fosforila, inoltre, una serie di altre proteine, come Brca1, il complesso 
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NBS1-Rad50-Mre11 e c-Abl che, agendo anche sulla proteina Rad51, si attivano per riparare il danno 

subito dalla doppia elica (Khanna e Jackson, 2001 ; Shiloh et al.,2004) (figura 1.2.2.IV). 

 

Figura 1.2.2.IV: Ruolo di ATM nella risposta al danno del DNA. (Shiloh et al, 2004). 

 

ATM svolge, inoltre , ÕÎ ÒÕÏÌÏ ÄÉ ÍÏÄÕÌÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉȟ ÆÏÓÆÏÒÉÌÁÎÄÏ Ðυσȟ ÃÈÅȟ ÏÌÔÒÅ Á ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÒÅ ÉÌ 

ÂÌÏÃÃÏ ÄÅÌ ÃÉÃÌÏ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅȟ ÐÕĔ ÁÎÃÈÅ ÁÔÔÉÖÁÒÅ ÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉ ÑÕÁÎÄÏ ÌÁ ÒÉÐÁÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ $.! ÎÏÎ ÓÉÁ ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ 

(Banin et al., 1998;Canman et al. 1998). 

Recentemente è stata anÃÈÅ ÉÎÄÉÖÉÄÕÁÔÁ ÕÎÁ ÃÏÒÒÅÌÁÚÉÏÎÅ ÔÒÁ !4- Å "ÃÌςȢ %ȭ ÓÔÁÔÏ ÉÎÆÁÔÔÉ ÉÐÏÔÉÚÚÁÔÏ ÃÈÅ 

ATM e p53 rappresentino un sistema di sorveglianza per modulare gli effetti della sovraespressione di 

Bcl2 in alcuni tipi di neoplasia, come il tumore al seno della donna e i carcinomi polmonari e vescicali. 

In tali condizioni una attenuazione della funzione di ATM avrebbe un effetto permissivo sulla 

sovraespressione della Bcl2 e promuoverebbe la progressione del tumore (Zhang et al., 2006). 
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1.3 ATM E CANCRO 

 

1.3.1 La sindrome ataxia-ÔÅÌÁÎÇÉÅÃÔÁÓÉÁ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏ 

,ȭÁÔÁÓÓÉÁ-telangiectasia (A-T) è una rara malattia ereditaria autosomica recessiva attualmente 

ÒÉÓÃÏÎÔÒÁÔÁ ÓÏÌÔÁÎÔÏ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏ Å ÃÈÅ ÎÏÎ ÔÒÏÖÁ ÕÎ ÍÏÄÅÌÌÏ ÁÎÉÍÁÌÅ ÎÅÌ ÃÁÎÅȢ 

,ȭ!-T presenta un complesso fenotipo caratterizzato da una varietà di sintomi e lesioni multiorganiche 

(figura 1.3.1.I).  

 

Figura 1.3.1.I: Fenotipo della sindrome A-T. Da Khanna et al., 2001 modificato. 

 

I pazienti A-T sviluppano precocemente atassia cerebellare provocata dalla progressiva degenerazione 

della corteccia che coinvolge le cellule di Purkinje. La causa di questa degenerazione resta attualmente 

ÎÏÎ ÃÈÉÁÒÉÔÁȟ ÍÁ ÓÅÍÂÒÁ ÐÏÓÓÁ ÅÓÓÅÒÅ ÉÍÐÕÔÁÂÉÌÅ ÁÄ ÕÎȭÁÕÍÅÎÔÁÔÁ ÓÅÎÓÉÂÉÌÉÔÛ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÁÌ ÄÁÎÎÏ 

ÏÓÓÉÄÁÔÉÖÏ ÃÏÎÓÅÇÕÅÎÔÅ ÁÌÌȭÁÓÓÅÎÚÁ ÄÉ !4- ɉKhanna et al., 2001). 

Per frequenza, il secondo sintomo sviluppato in questa malattia è la telangiectasia dei vasi ematici, la 

ÃÕÉ ÃÁÕÓÁ ÐÕĔ ÅÓÓÅÒÅ ÒÉÆÅÒÉÔÁȟ ÃÏÍÅ ÐÅÒ ÌȭÁÔÁÓÓÉÁȟ ÁÌ ÄÁÎÎÏ ÉÎÄÏÔÔÏ ÄÁÉ ÒÁÄÉÃÁÌÉ ÌÉÂÅÒÉ ÄÅÌÌȭÏÓÓÉÇÅÎÏȢ 

La sindrome include inoltre immunodeficienza, con frequenti infezioni polmonari, predisposizione alle 

neoplasie e sensibilità alle radiazioni ionizzanti (Khanna et al., 2001). 

4ÕÔÔÉ ÑÕÅÓÔÉ ÓÉÎÔÏÍÉ ÓÏÎÏ ÃÏÒÒÅÌÁÔÉ ÁÌÌÅ ÆÕÎÚÉÏÎÉ ÃÈÅ ÌÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁ !4- ÓÖÏÌÇÅ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÁ ÃÅÌÌÕÌÁȢ 

Come spiegato nel capitolo precedente, infatti, ATM viene attivata dalla rottura del doppio filamento di 

DNA, che può essere causato da varie noxe, come le radiazioni ionizzanti o lo stress ossidativo. In 

seguito a tale evento la proteina modula una serie di fattori che influenzano il ciclo cellulare e la 
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riparazione del danno. Le mutazioni a carico del gene ATM possono, quindi, comportare una mancata o 

alterata attività della proteina ATM responsabile degli effetti sopra presentati. 

0ÅÒ ÑÕÁÎÔÏ ÒÉÇÕÁÒÄÁ ÌȭÉÍÍÕÎÏÄÅÆÉÃÉÅÎÚÁȟ tuttavia, la patogenesi è ancora incerta. Essa compare in un 

terzo dei pazienti A-T e sembra essere causata da un difetto nella differenziazione dei linfociti B senza 

alterazioni nella ricombinazione del V(D) J. 

,ȭÁÂÅÒÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÄÁÎÎÏ al DNA nei pazienti A-T può comportare anche instabilità 

cromosomica e predisposizione al cancro. I soggetti A-T giovani sviluppano precocemente leucemie e 

linfomi , mentre i pazienti più anziani sono maggiormente predisposti a neoplasie non linfoidi, come 

tumori al seno o allo stomaco e, occasionalmente, leucemia prolinfocitica a cellule T (Khanna et al., 

2001). 

 

1.3.2 Mutazioni sul gene ATM nei pazienti A-T e i gruppi di complementazione 

Nei pazienti A-T sono state documentate più di 400 mutazioni distribuite su tutto il gene.  

Ad eccezione dei soggetti che discendono da famiglie dove è presente un certo grado di 

consanguineità, in cui la malattia è causata da mutazione in omozigosi (malattia autosomica recessiva) 

i pazienti A-T sono molto più frequentemente degli eterozigoti composti (compound heterozygotes). 

Questi soggetti presentano, cioè, due differenti mutazioni con perdita di funzione sui due alleli del gene 

ATM; entrambe le copie del gene sono cioè mutate, ma ogni copia presenta una mutazione differente. 

0ÉĬ ÄÅÌ χπ Ϸ ÄÉ ÑÕÅÓÔÅ ÍÕÔÁÚÉÏÎÉ ÃÏÍÐÏÒÔÁÎÏ ÌȭÉÎÔÅÒÒÕÚÉÏÎÅ ÐÒÅÃÏÃÅ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁ ɉtruncating 

mutations), che risulta, pertanto, inattiva (Thompson et al., 2005). Il restante 30 % è rappresentato da 

mutazioni puntiformi definite missense: un gruppo di mutazioni che include sostituzioni di aminoacidi, 

brevi inserzioni di basi azotate e mutazioni del sito di splicing. Le mutazioni missense determinano la 

trascrizione di una proteina completa, ma dal funzionamento nullo o anomalo (Concannon, 2002). 

Lo studio della trasmissione del fenotipo A-T ha permesso di identificare per questa malattia quattro 

gruppi di complementazione, A, C, D ed E (Savitsky et al., 1995). 
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1.3.3 ATM e predisposizione al cancro 

.ÅÌÌȭÕÏÍÏ É ÓÏÇÇÅÔÔÉ ÅÔÅÒÏÚÉÇÏÔÉ ÐÅÒ ÍÕÔÁÚÉÏÎÉ ÁÌ ÇÅÎÅ ATM non mostrano il fenotipo A-T e vengono 

detti portatori eterozigoti.  

Questi pazienti, normalmente parenti di persone A-T, non sviluppano la malattia, ma, è stato 

ÄÉÍÏÓÔÒÁÔÏ ÆÉÎ ÄÁÉ ÐÒÉÍÉ ÁÎÎÉ χπ ÃÈÅ ÐÒÅÓÅÎÔÁÎÏ ÕÎ ÁÕÍÅÎÔÏ ÎÅÌÌȭÉÎÃÉÄÅÎÚÁ ÄÉ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅȢ ,Ï spettro di 

malignità osservato nei consanguinei dei pazienti A-T è diverso da quello caratteristico dei soggetti A-

T (soprattutto leucemie e linfomi) ed è rappresentato principalmente da tumori solidi in sedi diverse 

(Concannon, 2002)  

 

1.3.4 ATM e cancro al seno 

La predisposizione al cancro nei parenti dei pazienti A-T è particolarmente evidente nelle madri di tali 

ÓÏÇÇÅÔÔÉȢ 1ÕÅÓÔÅ ÄÏÎÎÅ ÓÖÉÌÕÐÐÁÎÏ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ ÁÌ ÓÅÎÏ ÃÏÎ ÕÎȭÉÎÃÉÄÅÎÚÁ ÄÉ ÄÕÅ-tre volte superiore 

rispetto la popolazione normale (Cavaciuti et al., 2005) ed il rischio è maggiore nei soggetti giovani con 

età inferiore a 45 anni (Thompson et al., 2005) (Andrieu et al., 2005). 

Di tutte le neoplasie a cui sono soggetti i portatori eterozigoti di mutazioni di ATM, infatti, il cancro al 

seno è la più rappresentata (Thompson et al., 2005).  

I tipi di mutazioni individuate nei portatori eterozigoti sono le stesse rappresentate nei pazienti A-T 

(truncating e missense mutation). 

Tra queste le mutazioni missense sembrano essere più rappresentate nelle pazienti che sviluppano 

cancro al seno, mentre le mutazioni truncating risultano meno frequenti (Concannon, 2002). Uno 

studio più recente ha osservato che qualsiasi mutazione con perdita di funzione di ATM conferisce un 

rischio sostanziale di insorgenza del tumore al seno (Thompson et al., 2005).  

Le mutazioni truncating si concentrano in quattro siti della proteina ATM; tre di questi coincidono con 

importanti domini proteici rappresentati dal sito di legame con la p53 e la BRCA1 in posizione N-

terminale, con il dominio di interazione con la ɼ-adaptina e infine con il dominio catalitico C-terminale 

(figura 1.3.4.I). 
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Un fattore che maggiormente determina lo sviluppo di cancro al seno non sembra essere 

rappresentato, perciò, dal tipo di mutazione di cui questi pazienti sono portatori, ma dalla 

localizzazione di tali alterazioni e in particolare delle truncating mutation (Cavaciuti et al., 2005) 

,Á ÃÁÕÓÁ ÄÅÌÌȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÅÌ ÒÉÓÃÈÉÏ di sviluppare cancro al seno in presenza di queste mutazioni 

ÐÏÔÒÅÂÂÅ ÅÓÓÅÒÅ ÁÓÓÏÃÉÁÔÁ ÁÌÌȭÁÓÓÅÎÚÁ Ï ÁÌÌȭÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÉ alcuni particolari domini di legame nella 

proteina ATM troncata (Andrieu et al., 2005). 

 

Figura 1.3.4.I: Rischio di sviluppare cancro al seno in relazione alla lunghezza della proteina ATM risultante da 

mutazioni truncating. Le frecce blu indicano la localizzazione delle mutazioni truncatingȢ )Ì ÇÒÁÆÉÃÏ ÉÎÄÉÃÁ ÃÈÅ Ãȭî 

una maggiore probabilità di sviluppare neoplasia per le donne giovani portatrici di mutazioni a carico dei domini 

attivi della proteina. Da Cavaciuti et al., 2005 modificato. 

 

Mentre è chiaro che una proteina troncata codificata da una mutazione truncating non può essere 

funzionante, non è ancora certo come le mutazioni missense ÐÏÓÓÁÎÏ ÁÌÔÅÒÁÒÅ ÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁȢ 

3ÅÍÂÒÁȟ ÔÕÔÔÁÖÉÁȟ ÃÈÅ ÌȭÁÌÌÅÌÅ ÐÏÒÔÁÔÏÒÅ ÄÅÌÌÁ ÍÕÔÁÚÉÏÎÅ ÃÏÄÉÆÉÃÈÉ ÐÅÒ Õna forma di proteina che agisce 

ÄÁ ÉÎÉÂÉÔÏÒÅ ÄÏÍÉÎÁÎÔÅ ÎÅÇÁÔÉÖÏ ÎÅÉ ÃÏÎÆÒÏÎÔÉ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁ !4- ÐÒÏÄÏÔÔÁ ÄÁÌÌȭÁÌÌÅÌÅ ÓÁÎÏȢ )Î ÑÕÅÓÔÏ 

ÍÏÄÏ ÎÅ ÍÏÄÕÌÅÒÅÂÂÅ ÌȭÅÆÆÅÔÔÏ Å ÉÍÐÅÄÉÒÅÂÂÅ ÌȭÁÚÉÏÎÅ ɉ#ÁÖÁÃÉÕÔÉ ÅÔ ÁÌȢȟ ςππυɊȢ 

 

1.3.5 Tipi e localizzazione delle mutazioni nei portatori eterozigoti  

Negli ultimi anni sono state identificate numerosissime mutazioni a carico di ATM e si è tentato di 

correlare il tipo e la localizzazione al rischio di insorgenza del cancro.  
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Gatti et al., 1999 e Meyn, 1999 hanno proposto di suddividere la popolazione in due gruppi in base al 

tipo di mutazione di cui sono portatori. Il primo gruppo comprende i soggetti eterozigoti per 

truncating mutation ɉÔÒÕÎɊ ÓÕ ÕÎ ÁÌÌÅÌÅ ÅÄ ÕÎ ÁÌÌÅÌÅ ×ÉÌÄ ÔÙÐÅ ɉÇÅÎÏÔÉÐÏ !4- ÔÒÕÎȾ×ɊÅ ÌȭÁÌÔÒÏ ÇÒÕÐÐÏ 

comprende i portatori eterozigoti per missense mutation (mis) ed un allele sano(genotipo ATM 

mis/w).  

Le mutazioni truncating determinano la formazione di una proteina instabile, presente in piccole 

quantità nella cellula. I soggetti ATM trun/w possiedono quindi il 50% di ATM wild type ed il 50% di 

proteina alterata; il loro fenotipo sarà perciò simile a quello delle persone normali. Pazienti omozigoti 

ATM trun/trun o eterozigoti composti probabilmente svilupperanno la malattia clinica poiché 

mancano completamente della proteina ATM. 

Alcune mutazioni missense, codificano per proteine complete e stabili, ma funzionalmente anomale, 

ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÔÅ ÉÎ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÉ ÎÏÒÍÁÌÉ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÁ ÃÅÌÌÕÌÁȢ #ÏÍÅ ÄÅÓÃÒÉÔÔÏ ÐÒÅÃÅÄÅÎÔÅÍÅÎÔÅ 

queste proteine competono probabilmente con la forma non mutata alterandone il funzionamento. 

La perdita di funzionalità nei pazienti ATM mis/w sembra essere più grave rispetto a quella sviluppata 

dai pazienti ATM trun/w. Questo fa ipotizzare che mutazioni missense portate in eterozigosi 

comportino un rischio di sviluppare neoplasie maggiore rispetto agli eterozigoti per mutazioni 

truncating (Khanna, 2000). 

Uno studio più recente ha, invece, proposto una classificazione differente delle mutazioni di ATM, che 

sono state divise in tre gruppi: 

a ɀ sostituzioni di basi azotate che portano alla formazione di codoni di stop con conseguente mancata 

ÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁ ÄÁ ÐÁÒÔÅ ÄÅÌÌȭÁÌÌÅÌÅ ÍÕÔÁÔÏȠ 

b ɀ delezioni più o meno grandi che fanno esprimere una proteina priva di attività chinasica; 

c ɀ mutazioni missense ÃÈÅ ÐÏÒÔÁÎÏ ÁÌÌÁ ÔÒÁÓÃÒÉÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎȭ!4- ÃÏÎ ÁÔÔÉÖÉÔÛ ÃÈÉÎÁÓÉÃÁ ÒÉÄÏÔÔÁȢ 

A differenza di quanto sostenuto da Gatti et al., 1999 e da Meyn, 1999, però, non è stata qui osservata 

una correlazione tra il tipo di mutazione e lo sviluppo di neoplasie. Inoltre una minore incidenza di 

cancro al seno sì è riscontrata nelle pazienti portatrici di mutazioni del gruppo c, in totale contrasto 

con quanto evidenziato precedentemente (Thompson et al., 2005). 
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Come per il tipo di mutazione, anche la localizzazione di queste sul gene non sembra essere correlata 

ÁÌÌȭÁÕÍÅÎÔÏ ÄÅÌ ÒÉÓÃÈÉÏ ÄÉ ÓÖÉÌÕÐÐÁÒÅ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅȟ ÆÁÔÔÁ ÅÃÃÅÚÉÏÎÅ ÐÅÒ ÉÌ ÃÁÎÃÒÏ ÁÌ ÓÅÎÏȢ 3ÏÎÏ ÓÔÁÔÅ 

riscontrate, infatti, numerose mutazioni distribuite su tutta la proteina, senza particolare 

concentrazione di queste in siti specifici (figura 1.3.5.I) (Cavaciuti et a., 2005). 

 

 

Figura 1.3.5.I: Rischio di sviluppare neoplasie in sedi differenti dal seno in relazione alla lunghezza della proteina 

ATM risultante da mutazioni truncating. Le frecce blu indicano la localizzazione delle mutazioni truncating. Da 

Cavaciuti et al., 2005 modificato. 

 

1.3.6 Splicing mutation nel gene ATM  

Lo splicing ÎÕÃÌÅÁÒÅ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎ ÅÖÅÎÔÏ ÆÏÎÄÁÍÅÎÔÁÌÅ ÎÅÌÌÁ ÔÒÁÓÃÒÉÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÍ2.!Ȣ )Ì ÔÒÁÓÃÒÉÔÔÏ 

ÐÒÉÍÁÒÉÏ ÏÔÔÅÎÕÔÏ ÐÅÒ ÏÐÅÒÁ ÄÅÌÌȭ2.A polimerasi inizialmente è costituito sia dagli esoni che dagli 

ÉÎÔÒÏÎÉȢ 0ÅÒÃÈï Ìȭ2.! ÍÁÔÕÒÉ ÇÌÉ ÉÎÔÒÏÎÉȟ ÃÉÏî ÌÅ ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÎÏÎ ÃÏÄÉÆÉÃÁÎÔÉȟ ÄÅÖÏÎÏ ÅÓÓÅÒÅ ÔÁÇÌÉÁÔÉ Å É 

rimanenti esoni ricongiunti in maniera ordinata. Questo processo avviene a livello dei cosiddetti siti di 

splicing, brevi sequenze molto ben conservate negli animali superiori rappresentate da GT e AG e 

ÓÉÔÕÁÔÅ ÒÉÓÐÅÔÔÉÖÁÍÅÎÔÅ ÁÌÌȭÉÎÉÚÉÏ ÅÄ ÁÌ ÔÅÒÍÉÎÅ ÄÉ ÏÇÎÉ ÉÎÔÒÏÎÅ ÎÅÌÌÁ ÇÉÕÎÚÉÏÎÅ ÔÒÁ ÉÎÔÒÏÎÅ ÅÄ ÅÓÏÎÅȢ  

Mutazioni a carico di questi due punti o la formazioni di siti di splicing alternativi possono avere delle 

ÒÉÐÅÒÃÕÓÓÉÏÎÉ ÓÕÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁ Åȟ ÎÅÌ ÃÁÓÏ ÓÐÅÃÉÆÉÃÏ ÄÅÌÌȭ!4-ȟ ÐÏÓÓÏÎÏ ÃÁÕÓÁÒÅ ÌÁ 

sindrome A-T. 
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Lo studio del gene ATM nei pazienti A-4 ÎÅÌÌȭÕÏÍÏ ÈÁÎÎÏ ÐÅÒÍÅÓÓÏ ÄÉ ÉÄÅÎÔÉÆicare quattro sottotipi di 

splicing mutation. 

Le splicing mutation classiche (tipo I) determinano la delezione di interi esoni durante il processo di 

ÍÁÔÕÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭ2.!Ȣ 

Le splicing mutation ÎÏÎ ÃÌÁÓÓÉÃÈÅ ÔÉÐÏ )) ɉÐÓÅÕÄÏÅÓÏÎÉÃÈÅɊ ÁÖÖÅÎÇÏÎÏ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÉ un introne con la 

formazioni di una nuova coppia di siti di splicing Å ÌȭÉÎÓÅÒÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎÏ ÐÓÅÕÄÏÅÓÏÎÅ ÔÒÁ ÄÕÅ ÅÓÏÎÉ 

normali. 

Le splicing mutation non classiche tipo III (esoniche) comprendono mutazioni che si verificano nella 

regione codificante, per cui si crea un nuovo sito di splicing ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÉ ÕÎ ÅÓÏÎÅȟ ÃÏÎ ÌÁ ÃÏÎÓÅÇÕÅÎÔÅ 

perdita di parte di esso. Questo tipo di mutazioni possono facilmente essere interpretate come 

missense mutationȟ ÍÁ ÍÅÎÔÒÅ ÑÕÅÓÔÅ ÕÌÔÉÍÅ ÓÏÎÏ ÁÓÓÏÃÉÁÔÅ ÁÌÌȭÁÕÍÅÎÔÁÔÏ ÒÉÓÃÈÉÏ ÄÉ sviluppare 

neoplasie o ad una forma di A-T lieve, le splicing mutation normalmente inducono la sindrome nella 

forma classica. 

Infine le splicing mutation non classiche tipo IV (introniche) si verificano sul sito di splicing intronico e 

conseguentemente viene riconosciuto un nuovo sito di splicing ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌȭÅÓÏÎÅ Å ÐÏÒÔÁÎÏ 

ÁÎÃÈȭÅÓÓÅ ÁÄ ÕÎÁ sua parziale perdita. Le piccole delezioni di esoni che si hanno nelle mutazioni tipo IV 

non permettono di esprimere a pieno la malattia e sono associate ad una sua forma più lieve non 

riconoscibile come fenotipo A-T (Eng et al., 2004). 

 

1.3.7 Correlazioni tra ATM e neoplasie linfoidi 

Diversi studi condotti in medicina umana hanno dimostrato che ATM è coinvolta nello sviluppo di 

alcuni sottotipi di linfomi sporadici  e leucemie. Mutazioni missense e mutazioni che portano alla 

perdita di attività di ATM sono correlate alla leucemia prolinfocitica T-cellulare (T-LPL), al linfoma a 

cellule mantellari (LCM) ed alla leucemia linfocitica cronica B-cellulare (B-LLC) (Gronbæk et al., 2002). 

Inoltre esistono delle correlazioni tra mutazioni al gene ATM e altri sottotipi di neoplasie linfoidi meno 

diffusi. Infatti in pazienti A-T sono stati osservati linfomi centroblastici B-cellulari, mentre soggetti con 

delezioni emizigoti sul locus 11q23 di ATM hanno sviluppato linfomi sporadici diffusi a grandi cellule 

B (LDGCB), linfomi centrofollicolari (LF) e leucemie linfoblastiche acute (LLA). Infine linfomi non-
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Hodgkin sono stati correlati a mutazioni missense sempre localizzate sul gene ATM (Gronbæk et al., 

2002). Non è stata invece riscontrata alcuna mutazione in un gruppo di pazienti portatori di linfoma 

periferico T-cellulare (LPT). 

Questi risultati evidenziano la relazione esistente tra mutazioni di ATM e neoplasie linfoidi, con la 

restrizione, però, a leucemie e linfomi di tipo B-cellulare. Mentre le neoplasie T-cellulari non sembrano 

ÁÔÔÕÁÌÍÅÎÔÅ ÃÏÒÒÅÌÁÂÉÌÉ ÃÏÎ ÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÉ Á ÃÁÒÉÃÏ ÄÉ ÑÕÅÓÔÏ ÇÅÎÅȟ ÃÏÎ ÌȭÅÃÃÅÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÌÅÕÃÅÍÉÁ 

prolinfocitica T-cellulare (Gronbæk et al., 2002).  

La relazione tra ATM e linfoma è stata particolarmente studiata nel linfoma a cellule mantellari (LCM). 

Il LCM è un sottotipo specifico di linfoma non-Hodgkin che deriva da cellule B CD5+ situate nei follicoli 

primari o nella zona mantellare dei follicoli seÃÏÎÄÁÒÉȢ ,Á ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÓÔÉÃÁ ÃÉÔÏÇÅÎÅÔÉÃÁ ÄÅÌÌȭ,#- î ÌÁ 

traslocazione cromosomica t(11;14)(q13;q32), che è considerata cruciale per lo sviluppo della 

neoplasia (Schaffner et al., 2000; Stilgenbauer et al., 2000). 

Questa traslocazione porta ad una giustapposizione del gene della ciclina D1 (CCND1) con gli elementi 

di controllo trascrizionale del locus della catena pesante delle immunoglobuline con conseguente 

sovraespressione del gene CCND1. Poiché la ciclina D1 rappresenta una delle proteine chiave che 

regolano la transizione tra le fasi G1 ed S del ciclo cellulare, la sua sovraespressione potrebbe, 

pertanto, svolgere un ruolo fondamentale nella patogenesi del LCM. 

Studi sperimentali sul condotti nel topo evidenziano, però, che la sovraespressione della ciclica D1 non 

î ÓÕÆÆÉÃÉÅÎÔÅ ÄÁ ÓÏÌÁ Á ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÒÅ ÌȭÉÎÓÏÅÇÅÎÚÁ ÄÅÌÌÁ ÎÅÏÐÌÁÓÉÁ Åȟ ÑÕÉÎÄÉȟ ÃÈÅ ÓÏÎÏ ÎÅÃÅÓÓÁÒÉ 

meccanismi addizionali (Schaffner et al., 2000). 

In pazienti portatori di LCM sono state infatti evidenziate altre aberrazioni cromosomiche, la più 

comune delle quali è rappresentata dalla delezione della regione 11q22-23, che corrisponde al locus 

del gene ATM. Nei pazienti portatori di questa delezione monoallelica sono spesso 

ÃÏÎÔÅÍÐÏÒÁÎÅÁÍÅÎÔÅ ÐÒÅÓÅÎÔÉ ÄÅÌÌÅ ÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÉ ÎÅÌÌÁ ÓÅÑÕÅÎÚÁ ÄÅÌÌȭÁÌÌÅÌÅ ÍÁÎÔÅnuto, che viene perciò 

inattivato (Schaffner et al., 2000).  

Il tipo di mutazioni riscontrate su ATM nei casi di LCM è piuttosto caratteristico e si esprime con una 

terminazione precoce della proteina, che risulta troncata e mancante del dominio chinasico. In ogni 

ÃÁÓÏ ÔÕÔÔÅ ÌÅ ÍÕÔÁÚÉÏÎÉ ÉÎÄÉÖÉÄÕÁÔÅ ÎÅÉ ÐÏÒÔÁÔÏÒÉ ÄÉ ,#- ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÎÏ Ìȭ ÉÎÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ !4-Ȣ 
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1ÕÅÓÔÉ ÒÉÓÕÌÔÁÔÉ ÉÎÄÉÃÁÎÏ ÃÈÅ ÌȭÉÎÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭ!4- ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎ ÅÖÅÎÔÏ ÆÒÅÑÕÅÎÔÅ ÎÅÌÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ 

del LCM (Camacho et al., 2002). 

Inoltre, il fatto che alterazioni di ATM intervengano con la stessa frequenza sia in forme classiche di 

LCM che in forme di LCM blastoide e che non siano associate al comportamento clinico della malattia, 

induce ad ipotizzare che tali alterazioni rappresentino un evento precoce o predisponente in queste 

neoplasie (Fernàndez et al., 2005). 

 

1.3.8 Mutazioni somatiche di ATM nei tessuti neoplastici 

Le alterazioni sul gene ATM finora descritte sono mutazioni germinali, cioè, presenti in tutte le cellule 

Å ÔÅÓÓÕÔÉ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎÉÓÍÏȟ ÃÈÅ ÌȭÉÎÄÉÖÉÄÕÏ ÐÏÓÓÉÅÄÅ ÄÁÌÌÁ ÎÁÓÃÉÔÁ Å ÃÈÅ ÓÏÎÏ ÐÅÒÃÉĔ ÅÒÅÄÉÔÁÂÉÌÉȢ ,Á 

maggior parte degli studi condotti su ATM fanno riferimento a popolazioni selezionate di individui 

imparentati con pazienti A-T. Per questo motivo le indagini genetiche sono state svolte su campioni di 

tessuto sano, generalmente sangue, per individuare mutazioni trasmissibili in modo ereditario.  

Molto meno studiate sono, invece, le mutazioni somatiche di ATM nei tessuti neoplastici. Questo tipo di 

mutazioni non si riscontra nelle celÌÕÌÅ ÓÁÎÅ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎÉÓÍÏȟ ÎÏÎ î ÐÒÅÓÅÎÔÅ ÄÁÌÌÁ ÎÁÓÃÉÔÁ Å ÑÕÉÎÄÉ ÎÏÎ 

è trasmissibile alla prole, ma si sviluppa ex novo nel tessuto neoplastico ed in alcuni casi può 

rappresentare la causa della proliferazione tumorale. 

Attualmente ricerche di mutazioni somatiche del gene ATM sono state condotte su due tipi tumorali, il 

cancro al seno della donna e la leucemia prolinfocitica T-cellulare (T-LPL), in quanto maggiormente 

riscontrate nelle famiglie dei pazienti A-T. 

Per quanto riguarda il cancro al seno, uno studio condotto da Vorechovsky et al., 1996 su 38 campioni 

di tessuto tumorale non selezionati, non ha permesso di rilevare nessuna mutazione somatica. Anche 

ÎÅÌ $.! ÅÍÁÔÉÃÏ ÄÉ ÑÕÅÓÔÉ ÓÔÅÓÓÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÎÏÎ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÔÒÏÖÁÔÅ ÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÉ ÃÈÅ ÐÏÒÔÁÓÓÅÒÏ ÁÌÌȭ 

inattivazione della proteina ATM. Uno studio successivo condotto da Feng et al., 2003 su 58 tumori 

mammari nella donna ha permesso di individuare sedici varianti geniche, tra cui undici varianti 

missense già conosciute, una nuova mutazione non-senso, quattro nuove varianti missense e nessuna 

mutazione di splicing. Tutte queste varianti somatiche erano però presenti anche nel DNA germinale. 

Non rappresentavano perciò una mutazione introdotta ex novo nel tessuto tumorale. 
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Questi risultati hanno fatto ipotizzare che mutazioni germinali in un gene correlato allo sviluppo di 

neoplasie, come ATM, possano conferire al paziente che ne è portatore un rischio significativo di 

insorgenza di tumori, ma che in generale le mutazioni somatiche di questi geni siano, invece, 

infrequenti nel tessuto neoplastico, come è stato provato per BRCA1, un altro gene di soppressione 

tumorale (Vorechovsky et al., 1996).  

Il fatto che soggetti portatori di mutazioni germinali di ATM sviluppino cancro al seno più 

frequentemente della popolazione normale induce a pensare che tali mutazioni con perdita di funzione 

della proteina rendano il tessuto mammario sano maggiormente suscettibile di trasformazione 

ÎÅÏÐÌÁÓÔÉÃÁȢ !ÌÌÏ ÓÔÅÓÓÏ ÔÅÍÐÏȟ ÐÅÒĔȟ ÌȭÁÓÓÅÎÚÁ ÄÉ ÍÕÔÁÚÉÏÎÉ ÓÏÍÁÔÉÃÈÅ ÎÅÌÌÁ ÍÁÇÇÉÏÒ ÐÁÒÔÅ ÄÉ tumori 

mammari studiati rende poco probabile che ATM giochi un ruolo diretto e strettamente indispensabile 

nella progressione neoplastica di questo tipo di tumore (Feng et al., 2003). 

I risultati riportati per la leucemia prolinfocitica T -cellulare (T-LPL) sono invece differenti. Questo tipo 

di patologia è una rara neoplasia linfoide generalmente associata ad una elevata conta nello striscio 

ÅÍÁÔÉÃÏ ÄÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ ÁÔÉÐÉÃÉȟ ÃÏÎ ÕÎ ÆÅÎÏÔÉÐÏ ȰÐÏÓÔ-ÔÉÍÉÃÏȱȟ Á ÃÕÉ ÓÉ ÁÃÃÏÍÐÁÇÎÁÎÏ ÌÉÎÆÏÁÄÅÎÏÐÁÔÉÁȟ 

splenomegalia, lesioni cutanee ed un decorso clinico aggressivo. Studi epidemiologici sottolineano la 

forte predisposizione dei pazienti A-T a sviluppare leucemie, compresa la T-LPL. Inoltre è stata 

evidenziata una relazione tra la T-LPL e la sindrome ataxia-telangiectasia (A-T) basata sul fatto che il 

10% dei pazienti A-4 ÐÏÓÓÉÅÄÏÎÏ ÕÎȭÁÂÅÒÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ ÌÉÎÆÏÉÄÅ 4-cellulare, chiamata 

proliferazione clonale A-T (ATPC). I linfociti che proliferano nella ATPC presentano diverse 

similitudini con la T-LPL da un punto di vista morfologico, immunologico, citogenetica e molecolare, 

sebbene nella ATPC non si osservi linfocitosi o evidenza clinica di malignità. In alcuni casi la ATPC può 

progredire nella T-LPL e questo fa supporre che la ATPC rappresenti uno stadio preleucemico della T-

LPL (Stoppa-Lyonnet et al., 1998). 

Essendo evidente che ATM rappresenta un gene di soppressione tumorale per la T-LPL, sono stati 

condotti diversi studi volti ad individuare la presenza di mutazioni in tale gene, tentando inoltre di 

discriminare la natura germinale o somatica di queste varianti. 

Luo et al., 1998 hanno analizzato una serie di campioni di DNA ottenuti da tessuto neoplastico in 

pazienti portatori di T-LPL; in circa la metà di tali campioni sono state riscontrate mutazioni. In questo 
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caso non è stato condotto uno studio comparativo sul DNA germinale, ma, mentre nei pazienti A-T 

portatori di T -LPL le varianti germinali del gene ATM sono rappresentate soprattutto da mutazioni 

truncating, in questo caso Luo et al. hanno riscontrato soprattutto mutazioni di tipo missense 

localizzate in residui conservati del dominio chinasico, che conducevano a sostituzione di aminoacidi. 

Questa osservazione fa supporre che tali nuove mutazioni rappresentino varianti somatiche piuttosto 

che germinali. 

Uno studio differente condotto su tessuto neoplastico ha evidenziato la presenza di alterazioni 

strutturali della proteina ATM in tutti i campioni prelevati da soggetti portatori di T-LPL. Inoltre 

alcune di queste mutazioni (due variazioni di aminoacidi: L2890V e E2139G) sono state individuate in 

quattro campioni di tessuto neoplastico, ma non nei campioni degli stessi soggetti in fase di remissione 

Á ÔÅÓÔÉÍÏÎÉÁÎÚÁ ÄÅÌÌȭÏÒÉÇÉÎÅ ÓÏÍÁÔÉÃÁ ɉ9ÕÉÌÌÅ ÅÔ ÁÌȢȟ ρωωψɊȢ 

Stoppa-Lyonnet et al., 1998 hanno confermato la natura somatica di differenti mutazioni presenti nel 

tessuto neoplastico di tre soggetti portatori di T-LPL. Il primo di questi individui era portatore di una 

delezione in-frame ÓÕÌÌȭÅÓÏÎÅ τφ ÄÉ !4-Ƞ ÉÌ ÓÅÃÏÎÄÏ ÓÏÇÇÅÔÔÏ ÐÏÓÓÅÄÅÖÁ ÕÎÁ ÓÏÓÔÉÔÕÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎ 

aminoacido R2486G, entrambe queste mutazioni erano associate alla mancanza di espressione della 

proteina; nel terzo paziente era stata individuata una proteina ATM con delezioni a livello di dominio 

chinasico, di leucine zipper e del dominio di legame con c-Abl. 

La presenza di mutazioni somatiche del gene ATM è stata osservata, oltre che nella T-LPL, anche in 

disordini linfoproliferativi B -cellulari; in particolare nella leucemia linfocitica cronica B-cellulare (B-

LLC). Alcuni pazienti portatori di B-LLC, infatti, possiedono mutazioni puntiformi nelle cellule 

tumorali, ma non nelle cellule normali, ad indicare la natura somatica di tali mutazioni. In questi 

ÓÏÇÇÅÔÔÉ Ìȭ!4- ÓÅÍÂÒÁ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÒÅ ÉÌ ÇÅÎÅ ÄÉ ÓÏÐÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÔÕÍÏÒÁÌÅ ÌÁ ÃÕÉ ÉÎÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ î 

responsabile del decorso aggressivo della B-CLL (Schaffner et al., 1999). 
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1.4 IL CANE COME MODELLO DI PREDISPOSIZIONE AL CANCRO 

Nella parte sperimentale di questa tesi è stato condotto uno studio del gene ATM in una popolazione 

selezionata comprendente soggetti di razza canina boxer. Tale scelta è stata operata perché è noto che 

tale razza è particolarmente predisposta allo sviluppo di neoplasie (Howard e Nielsen, 1965). 

Diversi studi svolti sui cani hanno evidenziato una prevalenza maggiore di neoplasie in soggetti 

appartenenti a razze pure, piuttosto che nei meticci. Questa osservazione suggerisce che esiste 

ÕÎȭÉÎÆÌÕÅÎÚÁ ÇÅÎÅÔÉÃÁ ÎÅÌÌÏ ÓÖÉÌÕÐÐÏ ÄÉ ÔÕÍÏÒÉȟ Å ÌÁ ÔÒÁÓÍÉÓÓÉÂÉÌÉÔÛ ÄÉ ÔÁÌÅ ÐÒÅÄÉÓÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÐÕĔ ÅÓÓÅÒÅ 

favorita, nella specie canina, dalle pratiche di allevamento e di sviluppo delle razze operate nel settore 

zootecnico (Dorn, 1967). 

$ÉÖÅÒÓÅ ÒÉÃÅÒÃÈÅ ÓÖÏÌÔÅ ÓÕÌÌÁ ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ ÃÁÎÉÎÁ ÉÎÄÉÃÁÎÏ ÃÈÅ ÎÅÌÌÁ ÒÁÚÚÁ ÂÏØÅÒ ÖÉ î ÕÎȭÅÌÅÖÁÔÁ 

incidenza di neoplasie localizzate in diversi distretti organici. Sono stati riscontrati tumori del tessuto 

cutaneo, vascolare, endocrino, nervoso, linfoide, testicolare e a livello di cavità orale. In paricolare nel 

boxer, come in tutte le razze brachicefaliche, vi è una incidenza doppia di neoplasie cutanee. fra cui il 

mastocitoma. Altre neoplasie con incidenza maggiore nella razza boxer sono rappresentate dal 

chemodectoma, dalle neoplasie linfoidi e dai tumori cerebrali (Howard e Nielsen, 1965). 

)ÎÏÌÔÒÅ É ÃÁÎÉ ÄÉ ÒÁÚÚÁ ÂÏØÅÒ ÐÏÓÓÉÅÄÏÎÏ ÕÎȭÅÔÛ ÍÅÄÉÁ ÄÉ ÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÅÌÌÁ ÎÅÏÐÌÁÓÉÁ ÍÉÎÏÒÅ Òispetto ai 

soggetti di razza differente.  

Una delle neoplasie più rappresentate nei boxer è il mastocitoma la cui incidenza è 10 volte maggiore 

rispetto alle altre razze. Inoltre si riscontrano frequentemente mastocitomi multipli, spesso localizzati 

in disÔÒÅÔÔÉ ÏÒÇÁÎÉÃÉ ÎÏÎ ÉÎ ÒÁÐÐÏÒÔÏ ÔÒÁ ÌÏÒÏȟ ÉÎÄÉÃÁÎÄÏ ÌȭÏÒÉÇÉÎÅ ÍÕÌÔÉÃÅÎÔÒÉÃÁ ÄÅÌÌÅ ÎÅÏÆÏÒÍÁÚÉÏÎÉ 

piuttosto che la loro metastatizzazione. 

!ÌÌÏ ÓÔÅÓÓÏ ÍÏÄÏ ÁÎÃÈÅ ÌȭÉÓÔÉÏÃÉÔÏÍÁ ÉÎÓÏÒÇÅ ÃÏÎ ÕÎÁ ÆÒÅÑÕÅÎÚÁ ÅÌÅÖÁÔÁ ÉÎ ÑÕÅÓÔÁ ÒÁÚÚÁ ÃÁÎÉÎÁȟ ÍÅÎÔÒÅ 

tra le neoplasie della cavità orale, gli epulidi sono riscontrati 6 volte più frequentemente nei boxer 

rispetto gli altri cani (Howard e Nielsen, 1965). 

A questi si sommano i tumori del sistema endocrino, come i chemodectomi e i carcinomi tiroidei, le 

neoplasie primitive cerebrali e i tumori linfoproliferativi, primi fra tutti leucemie e linfomi (Dorn et al., 

1970). 
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Nei soggetti di sesso femminile il cancro mammario è il tipo di neoplasia più rappresentato. Ne 

ÉÎÆÌÕÅÎÚÁÎÏ ÌÏ ÓÖÉÌÕÐÐÏ ÄÉÖÅÒÓÉ ÆÁÔÔÏÒÉȟ ÃÏÍÅ ÌȭÅÔÛȟ ÌÏ ÓÔÁÔÏ ÆÕnzionale della ghiandola mammaria, la 

situazione endocrina e la razza del soggetto (Moulton et al., 1970). 

In uno studio retrospettivo su una popolazione di cani appartenenti a diverse razze pure e di meticci, 

infatti, Schneider e collaboratori (1969) hanno individuato una predisposizione di razza specifica allo 

sviluppo di tumori mammari. In tale ricerca i boxer si pongono ai primi posti per quanto riguarda il 

rischio di sviluppare cancro alla mammella. 



27 

1.5 STRUTTURA ED OBIETTIVI DELLO STUDIO 

 

Lo studio sÉ ÐÏÎÅ ÌȭÏÂÉÅÔÔÉÖÏ ÄÉ ÓÔÁÂÉÌÉÒÅ ÉÌ ÒÕÏÌÏ ÄÅÌÌÅ ÍÕÔÁÚÉÏÎÉ ÇÅÒÍÉÎÁÌÉ ÄÅÌ ÇÅÎÅ ATM nella 

ÐÒÅÄÉÓÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÁÌÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÉ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ ÎÅÌÌÁ ÓÐÅÃÉÅ ÃÁÎÉÎÁȢ ,Å ÒÁÚÚÅ ÃÁÎÉÎÅ ÐÒÅÓÅÎÔÁÎÏ ÕÎÁ 

omogeneità genetica particolarmente spiccata e conseguente alla spinta selettiva operata sui caratteri 

ÆÅÎÏÔÉÐÉÃÉ ÎÅÌ ÃÏÒÓÏ ÄÅÌ ÔÅÍÐÏȢ $Á ÕÎ ÐÕÎÔÏ ÄÉ ÖÉÓÔÁ ÄÅÌÌÁ ÇÅÎÅÔÉÃÁ ÄÉ ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅȟ ÌȭÏÍÏÇÅÎÅÉÔÛ 

ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎ ÉÎÄÕÂÂÉÏ ÖÁÎÔÁÇÇÉÏ ÐÅÒ ÖÁÌÕÔÁÒÅ ÌȭÉÎÆÌÕÅÎÚÁ ÃÈÅ ÖÁÒÉÁÎÔÉ ÁÌÌÅÌÉÃÈÅ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÎÏ ÉÎ 

particolare su aspetti fenotipici ÃÏÍÐÌÅÓÓÉ ÑÕÁÌÅ ÌÁ ÐÒÅÄÉÓÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÁÌÌȭÉÎÓÏÒÇÅÎÚÁ ÄÉ ÐÁÔÏÌÏÇÉÅ 

polifattoriali quali il cancro. 

Al contrario, lo studio genetico nel cane è limitato dalla ridotta disponibilità di informazioni disponibili 

su database pubblici. Sebbene, il sequenziamento completo del genoma canino sia stato completato, e 

ÌȭÁÓÓÅÍÂÌÁÇÇÉÏ ÁÔÔÕÁÌÍÅÎÔÅ ÄÉÓÐÏÎÉÂÉÌÅ ÃÏÐÒÁ ÌÁ ÑÕÁÓÉ ÔÏÔÁÌÉÔÛ ÄÅÌÌÏ ÓÔÅÓÓÏȟ ÉÌ ÃÏÎÆÒÏÎÔÏ ÃÏÎ ÌÁ ÍÏÌÅ ÄÉ 

ÉÎÆÏÒÍÁÚÉÏÎÉ ÄÉÓÐÏÎÉÂÉÌÉ ÎÏÎ ÓÏÌÏ ÐÅÒ ÌȭÕÏÍÏ ÍÁ ÁÎÃÈÅ ÐÅÒ ÍÏÌÔÅ ÁÌÔÒÅ ÓÐÅÃÉÅ ÁÎÉÍÁÌÉ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁ ÕÎ 

minoÒ ÃÏÎÔÅÎÕÔÏ ÉÎÆÏÒÍÁÔÉÖÏ ÄÅÉ ÄÁÔÁÂÁÓÅ ÐÕÂÂÌÉÃÉȢ ,ȭÁÎÎÏÔÁÚÉÏÎÅ ÁÕÔÏÍÁÔÉÃÁ ÃÏÍÐÕÔÁÚÉÏÎÁÌÅ ÄÅÌ 

genoma canino ha consentito di individuare loci putativi di gran parte dei geni. Tuttavia, questi dati 

computazionali sono, per forza di cose, incompleti e soprattutto necessitano di evidenza sperimentali 

dirette. Non a caso, le sequenze di riferimento di geni canini di cui siano disponibili evidenze dirette 

ÓÏÎÏ ÉÎÃÏÍÍÅÎÓÕÒÁÂÉÌÍÅÎÔÅ ÐÉĬ ÌÉÍÉÔÁÔÅ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌÌȭÕÏÍÏȢ 

Queste premesse sono indispensabili per comprendere lȭÁÒÔÉÃÏÌÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÐÒÅÓÅÎÔÅ ÓÔÕÄÉÏȢ ,Á ÓÔÒÕÔÔÕÒÁ 

del progetto è stata definita su 2 studi che sono stati condotti contemporaneamente. In primo luogo, il 

primo obiettivo è stato quello di studiare il definire il trascritto primario di ATM comprensivo delle 

ÓÅÑÕÅÎÚÅ υȭ 542 ɉÌÅÁÄÅÒ ÓÅÑÕÅÎÚÅɊ Å σȭ542Ȣ /ÂÉÅÔÔÉÖÏ ÐÒÉÍÁÒÉÏ ÄÉ ÑÕÅÓÔÁ ÐÁÒÔÅ ÄÅÌÌÏ ÓÔÕÄÉÏ ÅÒÁ ÄÉ 

identificare il transcription start site e di conseguenza la regione del promotore del gene così come di 

definire le sequenze codificanti della principale ORF. In questa fase del progetto non è invece stata 

ÃÏÎÄÏÔÔÁ ÁÌÃÕÎÁ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÓÕÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÉÓÏÆÏÒÍÅ ÄÉÆÆÅÒÅÎÔÉ ÉÎ ÄÉÖÅÒÓÉ ÃÏÎÔÅÓÔÉ ÔÅÓÓÕÔÁÌÉȢ 
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Le informazioni sulle sequenze codificanti sono state utilizzate per valutare il significato funzionale 

dello studio mutazionale condotto a partire da DNA genomico di un congruo numero di soggetti 

appartenenti alla razza boxer. Studio genomico mutazionale che rappresenta il secondo filone di 

indagine e di cui verranno esposti in questa sede solo dati preliminari. 

 

1.6 STUDIO DEL TRASCRITTO E DELLE SEQUENZE CODIFICANTI DI ATM 

1.6.1 Indagine preliminare in silico 

,ȭÉÎÄÁÇÉÎÅ in silico di ATM canino (cATM) è stata condotta utilizzando Database pubblici ed in 

particolare NCBI (www.ncbi.), ed ensembl (www.ensembl.org/dog)Ȣ .ÅÌÌȭÁÓÓÅÍÂÌÁÇÇÉÏ ÃÁÎÉÎÏ ςȢπ 

Ã!4- î ÁÎÎÏÔÁÔÏ ÓÕ ÕÎÁ ÒÅÇÉÏÎÅ ÄÅÌ #&! ÃÒÏÍÏÓÏÍÁ υ ÓÉÎÔÅÎÉÃÁ ÃÏÎ ÉÌ ÃÒÏÍÏÓÏÍÁ ρρ ÄÅÌÌȭÕÏÍÏȢ Tutte 

le sequenze di riferimento disponibili al momentÏ ÄÅÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÉÎ ÓÉÌÉÃÏ ÃÏÎÔÅÎÅÖÁÎÏ ÁÎÎÏÔÁÚÉÏÎÉ 

ÏÔÔÅÎÕÔÅ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÃÁÌÃÏÌÏ ÃÏÍÐÕÔÁÚÉÏÎÁÌÅȢ )Î ÁÎÁÌÏÇÉÁ ÁÌÌȭÕÏÍÏ ÅÒÁÎÏ ÒÉÐÏÒÔÁÔÅ ς ÉÓÏÆÏÒÍÅ ÐÒÉÎÃÉÐÁÌÉȡ 

Isoforma 1 completa ed isoforma 2 mancante della parte N terminale della proteina. Integrando le 

informazioni dei database sopra citati e di un ulteriore database, è stato possibile individuare i 

polimorfismi noti (Tabella). Anche in questo caso, i polimorfismi erano stati annotati sulla base del 

confronto computazionale automatico ottenuto da WGS dei differenti sequenziamenti completi di cane 

(1 boxer, 1 doberman pinscher). La quasi totalità dei polimorfismi facevano riferimento a sequenze 

introniche. In rari casi i polimorfismi erano localizzati su sequenze codificanti, ÅÄ ÉÎ ÑÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÏ ÃÁÓÏ 

le varianti erÁÎÏ ÓÉÎÏÎÉÍÅȢ .ÅÌ ÃÏÍÐÌÅÓÓÏȟ ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÉÎ ÓÉÌÉÃÏ ÈÁ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÔÏ ρ ÓÏÌÏ ÐÏÌÉÍÏÒÆÉÓÍÏ ÎÏÎ 

sinonimo su ATM. 

)Î ÕÌÔÉÍÏȟ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÏÔÔÅÎÕÔÅ ÌÅ ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÃÏÄÉÆÉÃÁÎÔÉ Å ÇÌÉ ÅÓÏÎÉ ÐÒÅÄÅÔÔÉ ÁÎÃÈȭÅÓÓÉ ÏÔÔÅÎÕÔÉ ÐÅÒ ÁÎÁÌÉÓÉ 

computazionale automatica. Tutti i dati disponibili su database sono stati quindi utilizzati per la 

programmazione del software di analisi Seqscape V2.5 (Applied Biosystem). 

 

1.6.2 - Studio del trascritto primario di ATM. 

1.6.2.1 ɀ Campioni 

http://www.ncbi.)/
http://www.ensembl.org/dog)
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Il soggetto utilizzato per lo studio del trascritto primario e del mRNA è un cane meticcio femmina di 11 

anni. La cagna è ospitata presso le strutture dipartimentali ed è sottoposta periodicamente a visite ed 

analisi cliniche. La cartella clinica completa del soggetto è disponibile sui database elettronici del 

Dipartimento Clinico Veterinaria. Dalla cartella clinica si può evincere che la cagna non ha mai sofferto 

di patologie neoplastiche. 

1.6.2.2 ɀ Pubblicazione relativa contenente Materiali&metodi, risultati e discussione. 
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1.6.2.2 Integrazione dei risultati della pubblicazione 

 

Figura 1.6.2.2.I: 2ÉÓÕÌÔÁÔÏ ÄÅÌ "ÌÁÓÔ ÄÅÌÌÅ ÓÅÑÕÅÎÚÅ υȭ542 ÄÉ ATM e localizzazione del trasciption start site in 

corrispondenza della regione intergenica ATM/NPAT 

 

Figura 1.6.2.2.II : )ÌÌÕÓÔÒÁÚÉÏÎÅ ÓÃÈÅÍÁÔÉÃÁ ÄÅÌÌȭÅÓÔÒÅÍÉÔÛ υȭ ÃÌÏnata di ATM. 3ÏÎÏ ÉÎÄÉÃÁÔÅ ÌÅ ÓÅÑÕÅÎÚÅ υȭ 542ȟ ÉÌ 

ÃÏÄÏÎÅ !4' ÃÏÄÉÆÉÃÁÎÔÅ ÌÁ ÍÅÔÉÏÎÉÎÁ ÄÅÌÌȭÉÓÏÆÏÒÍÁ ÏÒÔÏÌÏÇÁ ÄÅÌÌȭÉÓÏÆÏÒÍÁ ρ ÄÅÌÌȭÕÏÍÏȟ ÎÏÎÃÈï É ÓÕÃÃÅÓÓÉÖÉ ÃÏÄÏÎÉ 

ATG in frame. 

 

ATM exon 1

ATM exon 2

XreXre

XreXre EtsEts

CC--MybMybSp1Sp1Sp1Sp1 Sp1Sp1

GCFGCF

CCAAT boxCCAAT box

CCAAT boxCCAAT box

CreCre

XreXre

ATM exon 1

ATM exon 2

XreXre

XreXre EtsEts

CC--MybMybSp1Sp1Sp1Sp1 Sp1Sp1

GCFGCF

CCAAT boxCCAAT box

CCAAT boxCCAAT box

CreCre

XreXre

 

Figura 1.6.2.2.III : Allineamento delle sequenze del promotore di ATM di cane, uomo e suino. Sono evidenziati le 

principali sequenze regolatrici della regione del promotore. 
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1.7 STUDIO MUTAZIONALE DELLE SEQUENZE GENOMICHE DI ATM 

 

1.7.1 Materiali & Metodi 

1.7.1.1 Campioni 

In questo studio sono stati analizzati i campioni di DNA ottenuti da una popolazione selezionata di cani 

ÄÉ ÒÁÚÚÁ ÂÏØÅÒ ÐÅÒÖÅÎÕÔÉ ÐÒÅÓÓÏ ÉÌ $ÉÐÁÒÔÉÍÅÎÔÏ #ÌÉÎÉÃÏ 6ÅÔÅÒÉÎÁÒÉÏ ÎÅÌ ÐÅÒÉÏÄÏ ÃÏÍÐÒÅÓÏ ÔÒÁ ÌȭÁÎÎÏ 

ςπππ Å ÌȭÁÎÎÏ ςππ7. Sono stati inclusi nello studio campioni provenienti da 49 cani di razza boxer di 

cui 22 maschi e 27 femmine per i quali era stata posta diagnosi citologica o istologica di neoplasia in 

atto o pregressa. Oltre a questa popolazione è stato ulteriormente incluso un gruppo di controllo 

rappresentato da 6 cani di razza boxer e 5 cani di altra razza, ÄÉ ÓÅÓÓÏ ÍÁÓÃÈÉÌÅ Å ÆÅÍÍÉÎÉÌÅȟ ÃÏÎ ÕÎȭÅÔÛ 

compresa tra i 5 e i 10 anni clinicamente sani e senza riferimenti clinici o anamnestici di neoplasie in 

atto o pregresse. 

Il materiale da cui è stato ottenuto il DNA è stato rappresentato in quasi tutti i casi da sangue in EDTA; 

quando questo non fosse stato disponibile, sono stati utilizzati , come fonte di DNA, strisci ematici 

colorati di sangue periferico o campioni di siero stoccato a -20°C. Non sono mai state impiegate come 

matrici  le biopsie di tessuto tumorale o i preparati citologici su vetrino; questo tipo di scelta è stato 

fatto in quanto lo studio era mirato ad individuare mutazioni germinali e non mutazioni somatiche. 

I tipi di neoplasie erano ripartiti come segue: mastocitoma 28.6%, neoplasia mammarie 26.6%, 

linfoma 16.3% e altre neoplasie (istiocitoma, emangiosarcoma, carcinoma tiroideo, 

adontoameloblastoma, pilo tricoma, osteosarcoma, sarcoma dei tessuti molli, semonoma, meningioma, 

leiomioma, basalioma, emangiopericitoma, melanocitoma, Leydigoma) 28.6%. 

 

1.7.1.2 Purificazione acidi nucleici 

1.7.1.2a Salting out. I campioni per cui era disponibile il sangue in EDTA sono stati sottoposti ad 

estrazione del DNA secondo un protocollo di salting out ricavato dalla bibliografia e modificato 

ɉ$ȭ!ÍÂÒÏÓÉÏ Å 0ÁÓÃale, 1997). Cinquecento µl di sangue intero in EDTA sono stati posti in un tubo tipo 

falcon da 15 ml. Sono stati aggiunti 3 volumi (1,5 ml) di soluzione di lisi per gli eritrociti (TTAB 9g/l 
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Hemolyzing Reagent, Roche) mescolando per inversione diverse volte. I tubi da 15ml sono stati 

centrifugati 3 volte a 3000 rpm per 5 min.; ogni volta è stato eliminato il superrnatante lasciando 

integro il pellet. Il pellet così ottenuto è stato risospeso in 400 µl di soluzione di lisi (Tris HCl pH7,6 1M, 

NaCl 5M, EDTA 0,5M). Successivamentwe sono stati aggiunti200 µl di SDS 10% e 10µl di proteinasi K 

20mg/ml . I tubi sono stati vigorosamente vortexati per 15 secondi e lasciati incubare o/n a 37°C. Sono 

stati aggiunti 200µl di soluzione satura di NaCl ed i campioni sono stati agitati vigorosamente per circa 

15 sec. I campioni sono stati poi centrifugati 15 min. a 3000 rpm. Il surnatante è stato trasferito in un 

tubo da 1,5 ml e il DNA precipitato aggiungendo 0.8ml di etanolo 100% e mantenuto a -20°C. Il DNA è 

stato recuperato utilizzando una pipetta capillare sigillata sulla fiamma. Il DNA è stato lavato 

immergendo la pipetta in etanolo 70% e poi eluito immergendo la pipetta in 300µl di TE. Il DNA così 

eluito è stato lasciato a reidratare per 2 ore prima della quantificazione e dello stoccaggio a -2°C. 

1.7.1.2b Estrazione mediante kit forensi per matrici degradate 

Nei campioni per cui non era disponibile il sangue intero in EDTA, il DNA è stato ottenuto dagli strisci 

ematologici tramite raschiamento con lama da bisturi del materiale fissato ed eventualmente colorato 

e successiva estrazione con kit commerciale (ChargeSwitch Forensic DNA Purification Kit, 

Invitrogen® ). A tal fine, al materiale ottenuto per raschiamento di ogni campione è stata aggiunta la 

mix di lisi (1ml di ChargeSwitch® Lysis Buffer e 10µl di proteinasi K) ponendo attenzione che tutto il 

materiale prelevato fosse completamente immerso nella soluzione di lisi. Il tubo è stato agitato 

ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÖÏÒÔÅØ ÐÅÒ ÃÉÒÃÁ ρυ ÓÅÃ Å ÉÎÃÕÂÁÔÏ ρÈ Á υυЈ#Ȣ !Ì ÔÅÒÍÉÎÅ ÄÅÌÌȭÉÎÃÕÂÁÚÉone il tubo è stato 

ÃÅÎÔÒÉÆÕÇÁÔÏ ÐÅÒ σπ ÓÅÃ Á ψπππ ÒÐÍ Å ÉÌ ÓÕÒÎÁÔÁÎÔÅ ÔÒÁÓÆÅÒÉÔÏ ÉÎ ÕÎȭÁÌÔÒÁ ÐÒÏÖÅÔÔÁ ÔÉÐÏ ÅÐÐÅÎÄÏÒÆȢ 

Quindi 200µl di ChargeSwitch® Purification Buffer sono stati aggiunti al surnatante del lisato avendo 

cura di mescolare il tutto mediante la pipetta. Sono poi stati aggiunti al campione 20µl ChargeSwitch® 

Magnetic Beads, precedentemente risospeso per agitazione, al campione e si è provveduto a vortexare 

il tutto per 15 sec. circa. Il tubo è stato poi lasciato ad incubare a RT per circa 5 min. per consentire al 

DNA di adsorbirsi alle beads magnetiche. I tubi sono stati poi posti nel supporto magnetico 

ɉ-ÁÇÎÁ2ÁÃËΆɊ Å ÌÁÓÃÉÁÔÉ ÒÉÐÏÓÁÒÅ ÐÅÒ ÃÉÒÃÁ ρ ÍÉÎȢ ÉÎ ÁÔÔÅÓÁ ÃÈÅ É ÂÅÁÄÓ ÍÁÇÎÅÔÉÃÉ ÆÏÒÍÁÓÓÅÒÏ ÕÎ ÐÅÌÌÅÔȢ 

Senza rimuovere la provetta dal MagnaRaÃËΆȟ ÓÉ î ÐÒÏÖÖÅÄÕÔÏ Á ÒÅÃÕÐÅÒÁÒÅ ÅÄ ÅÌÉÍÉÎÁÒÅ ÉÌ ÓÕÒÎÁÔÁÎÔÅȟ 
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facendo attenzione a non disturbare il pellet di granuli con il puntale della pipetta. Le provette sono 

state successivamente rimosse dal supporto magnetico e a ciascun campione sono stati aggiunti 500µl 

di ChargeSwitch® Wash Buffer. Ciascuna provetta e stata agitata con vortex e reinserita nel supporto 

magnetico per circa 1 minuto o comunque fino alla formazione del pellet, dopodiché il surnatante è 

stato eliminato. I passaggi di lavaggio del pellet di beads magnetiche è stato ripetuto 2 volte. Si è poi 

ÐÒÏÖÖÅÕÔÏ ÁÌÌȭÅÌÕÉÚÉÏÎÅ ÄÅÌ $.! ÁÇÇÉÕÎÇÅÎÄÏ ÁÌ ÐÅÌÌÅÔ ρυπАÌ ÄÉ #ÈÁÒÇÅ3×ÉÔÃÈ΅ %ÌÕÔÉÏÎ "ÕÆÆÅÒ ÁÖÅÎÄÏ 

cura di mescolare delicatamente e lasciando ad incubare per circa 5 minuti. La provetta è stata 

reinserita sul supporto magnetico, lasciata incubare 1 minuto per consentire che si riformasse il pellet 

e il surnatante contenete il DNA rimosso avendo cura di non toccare il pellet con il puntale della 

pipetta e trasferito in una nuova provetta. 

 

1.7.1.2c Estrazione di DNA mediante kit da siero 

1ÕÁÌÏÒÁ ÎÅÍÍÅÎÏ É ÐÒÅÐÁÒÁÔÉ ÅÍÁÔÏÌÏÇÉÃÉ ÆÏÓÓÅÒÏ ÓÔÁÔÉ ÄÉÓÐÏÎÉÂÉÌÉ ÓÉ î ÐÒÏÃÅÄÕÔÏ ÁÌÌȭÅÓÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ 

DNA da siero tramite kÉÔ ÃÏÍÍÅÒÃÉÁÌÅ ɉ1)!ÁÍÐ $.! ÍÉÎÉ ËÉÔȟ 1ÉÁÇÅÎ΅ȟ ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÏ Ȱ"ÌÏÏÄ ÁÎÄ "ÏÄÙ 

Fluid Spin Protocolȱ). Brevemente, 20µl di proteinasi K sono stati posti sul fondo di una provetta da 1.5 

ml a cui sono poi stati aggiunti 200µl di siero e 200µl di buffer AL avendo cura di agitare 

vigorosamente con vortex per 15 sec. La provetta è stata lasciata incubare 10 minuti a 56°C. 

Successivamente sono stati aggiunti 200µl di etanolo 100% e la provetta è stata agitata con vortex per 

15 sec. La soluzione così ottenuta è stata trasferita su una colonnina ad affinità precedentemente 

montata su una provetta da 2 ml. Il DNA è stato adsorbito alla colonnina mediante centrifugazione a 

8000 rpm per 1 min. Il filtrato è stato eliminato e la colonnina rimontata sulla provetta di raccolta. La 

membrana è stata lavata 2 volte, la prima aggiungendo buffer AW1 e centrifugando 1 minuto a 8000 

rpm e la seconda aggiungendo buffer AW2 e centrifugando a 14000 rpm per 5 min. Per eliminare 

completamente il buffer AW2 ed asciugare la membrana è stata eseguita una ulteriore centrifugazione 

a vuoto a 14000 rpm per 2 min. Infine, la colonnina è stata montata su una nuova provetta da 1.5 ml e 

il DNA eluito dalla membrana aggiungendo 200µl di Buffer AE e centrifugando 5 min a 8000 rpm. 
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1.7.1.3 WGA ɀ Whole genome amplification di DNA ottenuto da matrici degradate 

I campioni rappresentati da matrici biologiche complesse (strisci ematici colorati) per i quali è stato 

utilizzato un metodo di estrazione forense ma che non hanno, comunque, originato bande visibili o che 

hanno originato bande di debole intensità sono stati ulteriormente processati. In particolare, il gDNA 

di partenza di questi campioni e stato sottoposto a purificazione tramite kit commerciale (QIAamp 

DNA mini kit, Qiagen®ȟ ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÏ ȰCleanup of Genomic DNAȱɊ Å ÓÕÃÃÅÓÓÉÖÁÍÅÎÔÅ ÌȭÉÎÔÅÒÏ $.! 

genomico è stato amplificato con la tecnica di Whole genomic amplification (WGA) (REPLI-g Mini Kit, 

Qiagen®ȟ  ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÏ ȰAmplification of purified Genomic DNA Using the REPLI-g Mini Kitȱ). I campioni 

sottoposti a WGA sono stati poi utilizzati per il  normale protocollo di PCR.  

0ÅÒ ÌȭÅÓÅÃÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌ 7'! ÓÏno stati preliminarmente preparati quantità sufficienti di Buffer D1 e 

Buffer N1 per il numero totale di reazioni di amplificazione. Nel caso di 15 reazioni WGA, i due buffer 

sono stati così ricostituiti: Buffer D1: 5 µl di Buffer DLB +35µl di acqua da biologia molecolare; Buffer 

N1: 8µl di stop solution + 72µl di acqua da biologia molecolare. Dopo aver preparato i buffer, 2,5µl di 

templato di gDNA sono stati posti in una provetta da micro centrifuga. Sono stati aggiunti 2,5µl di 

Buffer D1 seguito da agitazione in vortex e breve centrifugazione. I campioni sono stati lasciati ad 

incubare a RT per circa 3 min, quindi sono stati aggiunti 5µl di Buffer N1 seguito da agitazione con 

vortex e breve centrifugazione. Ai 10 µl di gDNA denaturato sono stati aggiunti 40 µl di mix di reazione 

precedemente preparata con 1µl di REPLI-g Mini DNA Polymerase, 29µl di REPLI-g Mini Reaction 

Buffer e 10µl di acqua da biologia molecolare. I campioni sono stati incubati 16 ore a 30°C ed infine la 

REPLI-g Mini DNA Polymerase inatti vata termicamente a 65°C per 3 min. 

La tecnica WGA consente di riprodurre con un elevato grado di confidenza la sequenza completa di 

DNA presente nel campione in esame. In questo modo è possibile recuperare campioni di DNA esigui o 

particolarmente preziosi replicando diverse volte la sequenza di partenza. 

La tecnica di amplificazione da noi utilizzata si basa sulla multiple displacement amplification (MDA), 

ÃÈÅ ÕÔÉÌÉÚÚÁ ÕÎ ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅ ÔÉÐÏ ÄÉ $.! ÐÏÌÉÍÅÒÁÓÉ ɉˡςωɊ Å random primer ÒÅÓÉÓÔÅÎÔÉ ÁÌÌȭÁÚÉÏÎÅ 

esonucleasica della polimerasi (Dean et al., 2002). 
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,ȭannealing di tipo random operato da questi primer sul doppio filamento di DNA è sufficiente ad 

ottenere un priming iniziale che viene successivamente seguito da un distacco dei due filamenti di 

DNA, i quali potranno essere amplificati in modo esponenziale. Questo scalzamento (displacement) dei 

ÄÕÅ ÆÉÌÁÍÅÎÔÉ î ÏÐÅÒÁÔÏ ÄÁÌÌÁ ÓÔÅÓÓÁ $.! ÐÏÌÉÍÅÒÁÓÉ ˡςωȟ ÃÈÅ possiede un elevato potere di legame con 

ÉÌ ÔÅÍÐÌÁÔÏ ÄÉ $.!Ȣ 1ÕÅÓÔÉ ÆÁÔÔÏÒÉ ÃÏÎÓÅÎÔÏÎÏ ÄÉ ÏÔÔÅÎÅÒÅ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ $.! ÓÅÎÚÁ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ 

elevate temperature per indurre la denaturazione del doppio filamento (tutto il processo di 

amplificazione avviene a +30°C); tale caratteristica rappresenta una condizione fondamentale per 

ÃÏÎÓÅÒÖÁÒÅ ÁÌ ÍÅÇÌÉÏ ÉÌ ÔÅÍÐÌÁÔÏ ÅÄ ÅÖÉÔÁÒÅ ÄÁÎÎÅÇÇÉÁÍÅÎÔÉ ÉÎÄÏÔÔÉ ÄÁÌÌȭÅÆÆÅÔÔÏ ÔÅÒÍÉÃÏ ɉ$ÅÁÎ ÅÔ ÁÌȢȟ 

2002; Hosono et al., 2003). 

La tecnica 7'! ÃÏÎÓÅÎÔÅ ÄÉ ÏÔÔÅÎÅÒÅ ÕÎȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁzione di 10.000 volte o più del templato di partenza, 

ÃÏÎ ÕÎ ÅÌÅÖÁÔÏ ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÆÅÄÅÌÔÛ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÌÁ ÓÅÑÕÅÎÚÁ ÉÎÉÚÉÁÌÅȢ ,Á $.! ÐÏÌÉÍÅÒÁÓÉ ˡςωȟ ÉÎÆÁÔÔÉȟ ÐÏÓÓÉÅÄÅ 

una ridotta frequenza di errore (1 nucleotide su 106-107Ɋ Å ÌȭÁÃÃÕÍÕÌÏ ÄÉ ÅÒÒÏÒÉ ÄÏÐÏ ÕÎȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁzione 

di 10.000 volte del DNA è soltanto di una mutazione ogni 3x106 nucleotidi (Hosono et al., 2003). 

Per queste ragioni la tecnica WGA tramite MDA assicura una qualità sufficientemente alta per la 

maggior parte delle applicazioni genetiche successive come la PCR quantitativa, la genotipizzazione 

del polimorfismo dei singoli nucleotidi (single nucleotide polymorphismȟ 3.0Ɋȟ ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÔÒÁÍÉÔÅ 

Southern blot dei frammenti di restrizione e la mappatura dei cromosomi (Dean et al., 2002; Hosono et 

al., 2003). 

 

1.7.1.4 Disegno dei primer e amplificazione dei target 

) ÐÒÉÍÅÒ ÏÌÉÇÏÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉÃÉ ÐÅÒ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ PCR degli esoni N terminali di ATM canino sono stati 

disegnati utilizzando il software Beacon Designer v3.0. Come target sono stati utilizzati gli esoni da 3 a 

11. I primer sono stati scelti sulle sequenze introniche fiancheggianti in modo da includere i siti di 

splicing predetti nel prodotto di amplificazione ÁÄ ÅÃÃÅÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÓÏÎÅ 11 che è stato amplificato con 

2 coppie di primer ed in cui il primer reverse della prima coppia ed il forward della seconda coppia 

sono stati disegnati sulle sequenze esoniche. La tabella sottostante riporta le sequenze dei primer , le 

relative T di annealing ÃÁÌÃÏÌÁÔÅ Å ÌÅ ÄÉÍÅÎÓÉÏÎÉ ÁÔÔÅÓÅ ÄÅÌÌȭÁÍÐÌÉÃÏÎÅȢ 



40 

Esone Primer Forward Primer Reverse T di annealing Dimensione 

amplificato (bp) 

3 gatcataatatgcctgtaattg aacataggaatgggttgc 48.7 255 

4 agtgtatgattggcaacccattcc caaggtacaacacgttataaggagc 51,9 277 

5 aaaagccctaatagcattctaagc tcttaaccatattctgactgaactc 50,1 497 

6 gagcgaatgcatgagttggc tgcaaggacacttaggggata 53,6 391 

7 aagtcgaatcaggacctttaag gaactgatactttctttgggaatc 48,6 395 

8 tgccttcagtgtccatttttc gaagcaaattcaaaacagcaaa 49,7 336 

9 caccttaacacctgaatgg ctcagtaaaaggaaactaatgg 50,5 303 

10 attactcttgctctatgaacttccc ttctactggagggcttgtgag 52,4 366 

11a ggatgttgtaagggtgctatgtc ttccatgaggcatcgtaaca 49,5 231 

11b caacccagttaatatcaaaatatcc ggaagaaaagaaatatttacctctaca 49,2 421 

Tabella 1.7.1.4.I: ÐÒÉÍÅÒ ÉÍÐÉÅÇÁÔÉ ÐÅÒ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÇÌÉ ÅÓÏÎÉ ÐÒÅÄÅÔÔÉ ÄÅÌÌȭÅÓÔÒÅÍÏ Î ÔÅÒÍÉÎÁÌÅ ÄÉ !4- 

canino 

 

1.7.1.5 Screening mutazionale SSCP 

Gli amplificati sono stati sottoposti ad un iniziale screening mutazionale tramite la metodica single-

stranded conformation polymorphism SSCP (polimorfismo della conformazione dei filamenti singoli), 

alla quale è seguito il sequenziamento diretto dei campioni che presentavano pattern di migrazione 

ÄÉÆÆÅÒÅÎÔÉ ÄÁ ÑÕÅÌÌÏ ÐÒÅÖÁÌÅÎÔÅ Ȱwild typeȱȢ 

) ÃÁÍÐÉÏÎÉ ÐÅÒ É ÑÕÁÌÉ ÓÉ ÅÒÁÎÏ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÔÅ ÂÁÎÄÅ ÓÐÕÒÉÅ ÁÌÌȭÅÌÅÔÔÒÏÆÏÒÅÓÉ ÓÕ ÇÅÌ ÄÉ ÁÇÁÒÏÓÉÏ, la banda 

prevalente e stata purificata da gel tramite kit commerciale (PerfectPrep® Gel Cleanup, Eppendorf, 

protocollo fornito dal produttore ). Il prodotto purificato  è stato poi processato in modo analogo agli 

altri campioni. 

,ȭ33#0 ÐÒÅÖÅÄÅ ÌÁ ÓÅÐÁÒÁÚÉÏÎÅ ÓÕ ÇÅÌ ÄÉ $.! ÄÅÎÁÔÕÒÁÔÏ Á ÓÉÎÇÏlo filamento. Il DNA a singolo filamento 

ÁÓÓÕÍÅ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÉ ÕÎ ÇÅÌ ÎÏÎ ÄÅÎÁÔÕÒÁÎÔÅ ÕÎÁ ÓÔÒÕÔÔÕÒÁ ÓÅÃÏÎÄÁÒÉÁ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÔÁ ÄÁÌÌÁ ÐÒÏÐÒÉÁ 

sequenza nucleotidica. La migrazione elettroforetica pertanto consente di differenziare filamenti di 

DNA che a parità di peso molecolare presntano sequenze differenti (Martins-Lopes et al., 2001). La 

tecnica è sufficientemente sensibile da consentire di individuare mutazioni puntiformi. (Nataraj et al., 

1999).  
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La sensibilità della tecnica SSCP è inversamente proporzionale alla dimensione del frammento di 

amplificato sottoposto ad analisi, maggiori sono le dimensioni del frammento e minore è la probabilità 

di rilevare mutazioni puntiformi. Sequenze con dimensioni superiori a 400 bp non sono analizzabili. 

Altre variabili che ÐÏÓÓÏÎÏ ÉÎÆÌÕÅÎÚÁÒÅ ÌȭÅÆÆÉÃÁÃÉÁ ÄÅÌÌÁ ÍÅÔÏÄÉÃÁ 33#0 ÓÏÎÏ ÌÁ ÃÏÍÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ 

matrice del gel, la composizione del buffer di corsa (compresa la forza ionica ed il pH), la temperatura 

ÄÅÌ ÇÅÌ ÄÕÒÁÎÔÅ ÌȭÅÌÅÔÔÒÏÆÏÒÅÓÉȟ ÌÁ ÃÏÎÃÅÎÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ $.! ÉÎ ÅÓÁÍÅ Å Él contenuto in G+C del frammento 

(Sunnucks et al., 2000). 

Per queste ragioni il protocollo SSCP deve essere il più possibile standardizzato, poiché la sua 

riproducibilità è essenziale per ottenere dei risultati attendibili. 

I pattern di bande tipicamente riscontrabili in un gel SSCP non denaturante nel caso in cui il DNA in 

esame sia del materiale genomico sono due: 

 la presenza di due bande con velocità di corsa differente ascrivibili ai due singoli filamenti di DNA 

in un soggetto omozigote per un determinato gene; 

 la presenza di quattro bande generate da una eterozigosi per un determinato gene 

Il protocollo SSCP da noi utilizzato ÈÁ ÐÒÅÖÉÓÔÏ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÕÎ ÇÅÌ ÎÏÎ ÄÅÎÁÔÕÒÁÎÔÅ ÄÉ ÁÃÒÉÌÁÍÉÄÅ 

(Mutation Detection Acrylamide Solution 2X®, Sigma) alla concentrazione di 0.5 X, tamponata con TBE 

0.6 X e polimerizzata con aggiunta di ammonio persolfato (Ammonium persulfate, Sigma®) e TEMED, 

(Sigma®Aldrich). Per 100 ml di acrilamide è stata utilizzata la seguente ricetta: 25 ml di acrilamide, 

11.7 ml di TBE 5 X, 67.5 ml di acqua per HPLC. I reagenti sono stati agitati delicatamente e 

successivamente sono stati aggiunti 400 µl di ammonio persolfato preparato fresco e 40 µl di TEMED. 

La soluzione così ottenuta è stata versata nelle cassette precedentemente allestite suÌÌȭÁÐÐÏÓÉÔÏ 

supporto. I pettini destinati a formare i pozzetti di caricamento sono stati alloggiati nelle cassette e il 

gel è stato lasciato a polimerizzare a temperatura ambiente per almeno 1 ora. Tolti i pettini, le cassette 

sono state alloggiate nella cella verticale di elettroforesi (Mini-Protean® II Electrophoresis Cell, BIO-

RAD) ed il buffer di corsa (TBE alla concentrazione di 0.6 X). è stato addizionato nelle apposite vasche 

della cella. Al prodotto PCR (2 µl) sono stati addizionati 9 µl di una soluzione di caricamento (stop 

solution) costituita da: 95 % di formamide (Formamide, Sigma®), 10 mM NaOH, 0.25% di 

bromofenolo blu (Bromophenol Blue, Sigma®) e 0.25% di xilene cianolo (Xilene Cyanol, Sigma®). La 
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soluzione così ottenuta è stata riscaldata a 94°C per 7 min per ottenere la denaturazione del DNA e 

immediatamente posta in ghiaccio in attesa del caricamento. Infine, 3-5 µl di DNA denaturato sono 

stati caricato sul gel di poliacrilamide della dimensione di 7cmx8cmx0,75mm precedentemente 

preparato. Il gel è stato poi sottoposto ad elettroforesi per un tempo di 1ora e 30 minuti a 180 V ed alla 

ÔÅÍÐÅÒÁÔÕÒÁ ÄÉ ϹτЈ# ÔÒÁÍÉÔÅ ÃÅÌÌÁ ÅÌÅÔÔÒÏÆÏÒÅÔÉÃÁȢ !Ì ÔÅÒÍÉÎÅ ÄÅÌÌȭÅÌÅÔÔÒÏÆÏÒÅÓÉ ÉÌ ÇÅÌ î ÓÔÁÔÏ ÃÏÌÏÒÁÔÏ ÐÅÒ 

40 minuti con una soluzione di Sybr Green II 1X (10 µl di SYBR  GREEN II concentrato in 100 ml di 

TBE 1X). Al termine della colorazione il gel è stato osservato al transilluminatore. 

)Î ÑÕÅÓÔÏ ÍÏÄÏ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÓÅÌÅÚÉÏÎÁÔÉ ÔÕÔÔÉ É ÓÏÇÇÅÔÔÉ ÃÈÅ ÐÏÓÓÅÄÅÖÁÎÏ ÕÎ ÐÁÔÔÅÒÎ ÁÌÌȭ33#0 ÃÈÅ ÓÉ 

differenziasse dal pattern più frequentemente osservato (wild type); questi campioni sono stati quindi 

selezionati per il sequenziamento diretto. 

 

1.7.1.6 Clivaggio mediante endonucleasi di restrizione 

In relazione alla loro dimensione alcuni esoni non si prestavano ad essere sottoposti alla metodica 

33#0ȟ ÐÏÉÃÈï ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÏ ÄÁ ÎÏÉ ÏÔÔÅÎÕÔÏ ÐÏÓÓÅÄÅÖÁ ÄÅÌÌÅ ÄÉÍÅÎÓÉÏÎÉ ÓÕÐÅÒÉÏÒÉ ÁÌÌÅ συπ ÐÁÉÁ ÄÉ ÂÁÓÉȢ 

Tali campioni sono stati perciò sottoposti a clivaggio enzimatico tramite specifici enzimi di restrizione 

(New England Biolab) in modo da ridurre la lunghezza del filamento di DNA (tabella 1.7.1.6.I). Il 

prodotto così ottenuto è stato successivamente sottoposto ad elettroforesi su gel di agarosio per 

separare i due prodotti del clivaggio. Le due bande sono state quindi recuperate tramite incisione del 

gel con lama da bisturi e purificate con kit commerciale (PerfectPrep® Gel Cleanup, Eppendorf, 

protocollo fornito dal produttore) in modo da ottenere frammenti di DNA di dimensioni idonee ad 

essere sottoposto ad SSCP. 

 

Amplificato relativo ad esone: Enzima di restrizione: 

Esone 5 Mbo II 

Esone 6 Hha I 

Esone 7 Sph I 

Esone 11b Hha I 
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Tabella 1.7.1.6.I: Enzimi di restrizione utilizzati per il clivaggio degli amplificati con lunghezza superiore alle 350 

paia di basi. 

 

La reazione è stata ottenuta in 20 µl di mix, utilizzando  2µl di Buffer di reazione 10X (diverso per i 

ÄÉÖÅÒÓÉ ÅÎÚÉÍÉɊȟ πȟςАÌ ÄÉ "3! ρπАÇȾАÌȟ ρАÌ ÄÉ $.!ȟ πȟυАÌ ÄÅÌÌȭÅÎÚÉÍÁ ÄÉ ÒÅÓÔÒÉÚÉÏÎÅ Å ρφȟσАÌ ÄÉ ÁÃÑÕÁ ÄÁ 

biologia molecolare. La mix di reazione è stata posta in incubazione a 37°C per 4h. 

 

1.7.1.7ɀ Sequenziamento diretto 

Tutti i campioni selezionati tramite SSCP sono stati sottoposti a purificazione con kit commerciale 

(PerfectPrep® Gel Cleanup, Eppendorf, 'ÅÎ%ÌÕÔÅΆ 0#2 #ÌÅÁÎ-up Kit, Sigma Aldrich) e sottoposti a 

sequenziamento diretto. 

I campioni purificati sono stati amplificati mediante cycle-sequencing utilizzando gli stessi primer di 

PCR in presenza di terminatori marcati con fluorofori. (Big Dye® Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit 

,Applied Biosystems)). La miscela di reazione di sequenziamento è era così composta 2µl di Cycle mix 

2x, 1µl di Buffer 10 X, 0,35µl di primer 5 pmol/µl,  5,65µl di acqua ed 1µl di purificato di PCR. La 

reazione di sequenziamento è stata condotta con una fase iniziale a 96°C per 1 min seguita da 30 cicli 

di 96°C per 10 sec e 48-53°C per 5 sec e 60°C per 4min. La mix è stata successivamente purificata 

mediante centri-sep  (Princeton separations, Applied Biosystem) e il purificato analizzato su 

sequenziatore automatico ABI PRISM® 310 (Applied Biosystem) provvisto di capillare da 46 cm e 

diametro 50µm riempito con polimero POP-4 (Applied Biosystems). I dati ottenuti sono stati analizzati 

ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÌȭÕÓÏ ÄÉ ÕÎÏ ÓÐÅÃÉÆÉÃÏ ÓÏÆÔ×ÁÒÅȡ Sequencing Analysis version 5.2 (Applied Biosystems). 

 

1.7.1.8ɀ Assemblaggio ed analisi delle sequenze 

Le sequenze ottenute sono stati poi sottoposte a resequencing e validazione delle mutazioni mediante 

software SeqScape v2.5 (Applied Biosystem). 

 

1.7.2 Risultati 

1.7.2.1 ɀ Matrici ed amplificazione dei target 
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Sul totale dei 60 campioni utilizzati nello studio è stato possibile recuperare il sangue in EDTA in 44 

ÓÏÇÇÅÔÔÉȟ ÐÅÒ É ÑÕÁÌÉ ÓÉ î ÐÒÏÃÅÄÕÔÏ ÁÌÌȭÅÓÔÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ $.! ÓÅÃÏÎÄÏ ÉÌ ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÏ ÄÉ Salting outȢ ,ȭÁÎÁÌÉÓÉ 

ÓÐÅÔÔÒÏÆÏÔÏÍÅÔÒÉÃÁ ÃÏÎ ÌÅÔÔÕÒÁ ÄÅÌÌȭÁÓÓÏÒÂÁÎÚÁ Á ςφπ ÎÍ Å ςψπ Îm ha consentito di accertare 

ÕÎȭÁÄÅÇÕÁÔÁ ÑÕÁÎÔÉÔÛ ÄÉ $.! ɉ37 ngȾʈÌ  26; media  SD) e un buon grado di purezza del gDNA in tutti 

i casi (.1.73 ʈÇȾʈÌ  0.2; media  SD). 

In 5 soggetti, per i quali non era disponibile il sangue, il DNA è stato ottenuto da siero tramite kit 

commerciale; tale protocollo ha consentito di isolare idoneamente il materiale genomico e di ottenere 

adeguati prodotti di amplificazione in tutti i casi. 

Per i restanti 11 soggetti si è ottenuto il DNA mediante kit commerciale forense dai preparati 

ematologici fissati e colorati su vetrino. Poiché il materiale estratto si è rivelato insufficiente a ottenere 

adeguati prodotti di amplificazione, in tutti i casi il gDNA è stato sottoposto a WGA. Dopo WGA è stato 

possibile ottenere quantità adeguate di DNA da sottoporre alle ulteriori analisi.  

Per ogni coppia di primer disegnati, sono state messe a punto le migliori condizioni di PCR 

(concentrazioni dei reagenti, tempi relativi ad ogni fase in termociclatore, temperature di annealing).  

Complessivamente sono state eseguite 10 reazioni PCR per ognuno dei 60 campioni. Tutte le 600 PCR 

hanno originato un prodotto che è stato evidenziato su gel di agarosio. 

In 25 casi si è evidenziata una banda addizionale, non attesa, con differente peso molecolare (figura 

1.7.2.1.I). )Î ÑÕÅÓÔÉ ÃÁÓÉȟ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÏ ÄÁ ÓÏÔÔÏÐÏÒÒÅ ÁÌÌÅ ÁÎÁÌÉÓÉ 33#0 Å ÓÅÑÕÅÎÚÉÁÍÅÎÔÏ ÄÉÒÅÔÔÏ î ÓÔÁÔÏ 

ottenuto per escissione delle bande e purificazione. 

 

Figura 1.7.2.1.I: Esempio di visualizzazione dei prodotti PCR su gel di agarosio. Nel quinto campione da sinistra è 

presente una banda addizionale non attesa. 

 

1.7.2.2 ɀ Screening SSCP 

I 600 amplificati sottoposti ad SSCP hanno permesso di individuare un pattern predominante (wild 

type) per ogni esone. In tale contesto sono quindi stati isolati tutti i campioni che possedevano un 
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pattern patologico, riconducibile alla presenza di bande addizionali rispetto a quelle riscontrate nel 

wild type (figura 1.7.2.2.I). 

 

Figura 1.7.2.2.I: Esempio dei pattern SSCP ottenuti . Il pattern wild type è rappresentato dalla doppia banda, 

mentre nella terza corsia da sinistra appare una terza addizionale indicata dalla freccia. 

 

Mediante analisi SSCP è stato possibile individuare complessivamente 21 campioni con pattern non 

Ȱwild typeȱȢ 4ÁÌÉ ÃÁÍÐÉÏÎÉȟ ÉÎÓÉÅÍÅ ÁÄ ÕÎ ÃÁÍÐÉÏÎÅ ÃÏÎ ÐÁÔÔÅÒÎ Ȱwild typeȱ ÐÅÒ ÃÉÁÓÃÕÎ ÅÓÏÎÅȟ ÓÏÎÏ 

stati successivamente purificati e sequenziati. 

Nonostante questi risultati, la tecnica SSCP così come applicata ha rivelato una scarsa sensibilità. 

Infatti, il  sequenziamento diretto di 16 amplificati , con pattern wild-type ÁÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉ 33#0, ha 

evidenziato complessivamente 7 sequence variants sia in omozigosi che in eterozigosi. 

 

1.7.2.3- Analisi delle varianti alleliche individuate 

Il sequenziamento diretto dei 21 campioni ha consentito di eÖÉÄÅÎÚÉÁÒÅ ÌȭÅÆÆÅÔÔÉÖÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ 4 

mutazioni (caso da 1 a 4; figure 1.7.2.3.I,II,III).  

La maggior parte delle sequence variants individuate erano localizzate sugli introni fiancheggianti sul 

ÌÁÔÏ υȭ Å σȭ ÓÅÎÚÁ ÉÎÔÅÒÅÓÓÁÒÅ ÉÌ ÓÉÔÏ ÄÉ ÓÐÌÉÃÉÎÇ ÁÃÃÅÔÔÏÒÅ Å donatore. In misura minore le sequence 

variants erano rappresentate da SNP sinonimi. In 1 caso, inoltre, (caso 5) î ÓÔÁÔÁ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÔÁ ÕÎȭÁÍÐÉÁ 
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inserzione di circa 300 bp in grado di determinare ÌȭÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÃÏÒÎÉÃÅ ÄÉ ÌÅÔÔÕÒÁ Å ÌÁ ÃÏÍÐÁÒÓa 

di un codone di arresto prematura.  

 

Caso 1 Sostituzione C>T ÌÏÃÁÌÉÚÚÁÔÁ ÎÅÌ υȭ 542 ÎÅÌÌȭÉÎÔÒÏÎÅς-3. La localizzazione genomica è CFA5 

27302092. Il polimorfismo era già annotato su Database pubblici come rs24286505. Il polimorfismo è 

stato identificato in eterozigosi in 4 soggetti (figura 1.7.2.3.I). Fanno riferimento a questo locus una 

serie di varianti di sequenza non evidenziate da SSCP. 

 

Figura I.7.2.3.I 

 

Caso ς 3ÏÓÔÉÔÕÚÉÏÎÅ ÃȢρπυπ'Є! ÌÏÃÁÌÉÚÚÁÔÁ ÉÎ ÃÏÒÒÉÓÐÏÎÄÅÎÚÁ ÄÅÌÌȭÅÓÏÎÅ ω ɉÅÓÏÎÅ χ ÐÒÅÄÅÔÔÏɊȢ )Ì 

polimorfisÍÏ î ÓÉÎÏÎÉÍÏ ÅÄ î ÌÏÃÁÌÉÚÚÁÔÏ ÓÕÌ ÔÅÒÚÏ ÎÕÃÌÅÏÔÉÄÅ ÄÅÌ ÃÏÄÏÎÅ ÄÅÌÌȭ!ÌÁÎÉÎÁ ɉ'#2ɊȢ )Ì 

polimorfismo non era annotato sui database pubblici. In un soggetto era presente in omozigosi in 2 

soggetti in eterozigosi (figura 1.7.2.3.II). 

 

 

Figura 1.7.2.3.II 
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Caso 3 c.1235+48A>G oppure CFA5 g.27281863A>G. La variante allelica era presente in omozigosi in 1 

soggetto ed in eterozigosi in 1 soggetto. La sostituzione inserisce un potenziale sito di splicing GT 48 

ÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉ υȭ ÁÌ ÎÏÒÍÁÌÅ ÓÉÔÏ ÄÉ ÓÐÌÉÃÉÎÇ (figura 1.7.2.3.III) . 

 

Figura 1.7.2.3.III:  

 

Caso 4 1ÕÁÒÔÏ ÔÉÐÏ ÄÉ ÍÕÔÁÚÉÏÎÅȢ 3ÏÓÔÉÔÕÚÉÏÎÅ ÉÎ ÏÍÏÚÉÇÏÓÉ ÄÉ ÕÎȭÁÄÅÎÉÎÁ ÃÏÎ ÕÎÁ ÇÕÁÎÉÎÁȢ 1ÕÅÓÔÏ 

comporta la sostituzione aminoacidica di una isoleucina (I) con una valina (V). 

 

Caso 5 )Î ÕÎ ÃÁÍÐÉÏÎÅ ÓÉ î ÏÓÓÅÒÖÁÔÁ ÕÎȭ ampia inserzione/delezione (indel) di 163 nt iniziante 

ÎÅÌÌȭÉÎÔÒÏÎÅ ρπ-ρρ ÅÄ ÅÓÔÅÎÄÅÎÔÉÓÉ ÁÍÐÉÁÍÅÎÔÅ ÎÅÌÌȭÅÓÏÎÅ ρρȢ 'ÌÉ ÅÓÔÒÅÍÉ ÄÅÌÌȭÉÎÓÅÒÚÉÏÎÅ 

presentavano una breve sequenza di 7 nt ripetuta in modo inverso. Non sono state eseguiti 

ulteriori conferme della muÔÁÚÉÏÎÅȢ .ÏÎ î ÓÔÁÔÏ ÐÅÒÔÁÎÔÏ ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÁÃÃÅÒÔÁÒÅ ÓÅ Ìȭ indel sia presente 

in omozigosi o eterozigoti (figura 1.7.2.3.IV). 



48 

 

Figura 1.7.2.3.IV  

 

)Ì ÃÁÍÐÉÏÎÅ ÃÈÅ ÐÒÅÓÅÎÔÁÖÁ Ìȭ indel Á ÃÁÒÉÃÏ ÄÅÌÌȭÉÎÔÒÏÎÅ ρπ-11 e esone 11 mostrava inoltre una 

sostituzione in eterozigosi c.1370G>A missense. La sostituzione aminoacidica corrispondente 

ÐȢ!ÒÇτυχ'ÌÎ î ÓÏÌÏ ÔÅÏÒÉÃÁ ÐÏÉÃÈï ÉÎÆÌÕÅÎÚÁÔÁ ÄÁ ÕÎȭÅÖÅÎÔÕÁÌÅ frameshift della cornice di lettura 

causata dalla indel (figura 1.7.2.3.V). 

 

Figura 1.7.2.3.V 

 



49 

1.8 CONCLUSIONI 

I ri sultati sopra esposti compendiano i dati preliminari sullo studio mutazionale del gene ATM canino e 

ÓÉ ÒÉÆÅÒÉÓÃÏÎÏ ÁÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌÌÅ ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÅÓÏÎÉÃÈÅ ÄÅÌÌȭÅÓÔÒÅÍÉÔÛ .-terminale di ATM. Nella regione 

considerata è presente il dominio legante p53 e segnali di localizzazione nuclare (KRKK) essenziali per 

ÌÁ ÌÏÃÁÌÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÎÕÃÌÅÁÒÅ Å ÌȭÁÓÓÏÃÉÁÚÉÏÎÅ ÃÏÎ ÌÁ ÃÒÏÍÁÔÉÎÁ ÄÉ !4- ɉ9ÏÕÎÇ ÅÔ ÁÌȢȟ ςππφɊ. Mutazioni 

missense delle regioni codificanti o in corrispondenza dei siti di splicing possono determinare 

importanti r icadute funzionali.  

Il numero limitato di dati ottenuti ad oggi non consente di formulare alcun tipo di valutazione di tipo 

epidemiologico sulla stima del rischio. Infatti, il progetto è solo in fase iniziale e sarà sviluppato 

cercando di aggredire le criticità emerse. In particolare il numero di soggetti inclusi nello studio non è 

congruo con gli obiettivi prefissati. Per tale motivo, sono stati ulteriormente raccolte le matrici 

biologiche (sangue, siero) di circa 280 soggetti di razza boxer visitati presso il Dipartimento Clinico 

Veterinario sia negli anni precedenti il 2000 sia successivamente al 2007. Tra questi, in 85 casi è stato 

possibile accertare una diagnosi di neoplasia.   

Un ulteriore fattore critico si è dimostrato lo screening mutazionale. La tecnica SSCP non ha rivelato 

sufficiente sensibilità, non è di semplice esecuzione e, nelle modalità con cui è stata eseguita, presenta 

costi non irrilevanti. 

Recentemente sono state messe a punto tecniche di sequenziamento ultramassivo che possono 

prestarÓÉ ÁÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÍÕÔÁÚÉÏÎÁÌÅ high-throuput di un numero consistente di campioni in tempi 

estremamente ridotti e con costi contenuti in termini di materiali di consumo. Poiché, tuttavia, le 

strumentazioni occorrenti non sono disponibili presso il nostro Ateneo, ÎÅÌÌȭÁÍÂÉÔÏ ÄÅÌ ÐÒÏÇÅÔÔÏ si 

cercheranno di avviare in un prossimo futuro collaborazioni con centri di ricerca in grado di svolgere 

tali analisi. 
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CAPITOLO 2 ɀ IMPORTANZA DEI RIARRAGIAMENTI GENICI Ig/TCR NELLA DIAGNOSI 

E PROGNOSI DELLE MALATTIE LINFOPROLIFERATIVE NEL CANE 

(tratto e modificato dalla 4ÅÓÉ ÄÉ $ÏÔÔÏÒÁÔÏ ÄÅÌÌÁ $ÒȢÓÓÁ #ÌÁÕÄÉÁ #ÁÌÚÏÌÁÒÉ Ȱ$ÉÁÇÎÏÓÉ Å ÐÒÏÇÎÏÓÉ 

molecolÁÒÅ ÎÅÌ ÌÉÎÆÏÍÁ ÃÁÎÉÎÏȱȟ  $ÏÔÔÏÒÁÔÏ ÄÉ ÒÉÃÅÒÃÁ ÉÎ $ÉÁÇÎÏÓÔÉÃÁ ÃÏÌÌÁÔÅÒÁÌÅ ÉÎ ÍÅÄÉÃÉÎÁ ÉÎÔÅÒÎÁ 

ÖÅÔÅÒÉÎÁÒÉÁȱ ÃÉÃÌÏ 8)8 ÐÒÅÖÉÁ ÁÕÔÏÒÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÓÃÒÉÔÔÁ ÄÅÌÌȭÁÕÔÒÉÃÅȠ ÖÅÄÉ ./4! 35, $)2)44/ $ȭ!54/2%Ɋ 

2.1 GENETICA DELLE IMMUNOGLOBULINE  

2.1.1 Introduzione 

Fin dai ÐÒÉÍÉ ÁÎÎÉ ÓÅÔÔÁÎÔÁȟ ÑÕÁÎÄÏ ÄÉÖÅÒÓÉ ÓÔÕÄÉ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÒÏÎÏ ÌȭÏÍÏÌÏÇÉÁ ÅÓÉÓÔÅÎÔÅ ÎÅÌÌÅ ÒÅÇÉÏÎÉ 

ÖÁÒÉÁÂÉÌÉ ÄÅÌÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÐÅÓÁÎÔÉ ÄÅÌÌÅ ÉÍÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎÅ ÔÒÁ ÌȭÕÏÍÏ ÅÄ ÁÌÃÕÎÅ ÓÐÅÃÉÅ ÁÎÉÍÁÌÉȟ î ÓÔÁÔÁ 

ÐÏÓÔÕÌÁÔÁ ÌȭÉÐÏÔÅÓÉ ÄÉ ÕÎÁ ÃÏÎÓÅÒÖÁÚÉÏÎÅ ÎÅÌÌÁ ÓÔÒÕÔÔÕÒÁ ÐÒÏÔÅÉÃÁ Å 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 è stata ampiamente 

documentata la notevÏÌÅ ÓÉÍÉÌÉÔÕÄÉÎÅ Å ÌÁ ÃÏÎÓÅÒÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÇÅÎÅÔÉÃÁ ÔÒÁ ÌÅ ÖÁÒÉÅ 

ÓÐÅÃÉÅ ÄÉ ÍÁÍÍÉÆÅÒÉ ɉ4ÕÔÔÅÒ Å 2ÉÂÂÌÅÒȟ ρωψωɊȢ ! ÆÒÏÎÔÅ ÄÉ ÑÕÅÓÔÅ ÃÏÎÏÓÃÅÎÚÅȟ ÔÕÔÔÁÖÉÁȟ ÌȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ 

e la regolazione dei loci genici che codificano per i recettori antigene-specifici, risulta poco conosciuta 

ÉÎ -ÅÄÉÃÉÎÁ 6ÅÔÅÒÉÎÁÒÉÁȟ ÐÒÏÂÁÂÉÌÍÅÎÔÅ ÐÅÒÃÈï ÒÅÃÅÎÔÅ î ÌȭÁÃÑÕÉÓÉÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÇÅÎÏÍÁ ÃÁÎÉÎÏ ÃÏÍÐÌÅÔÏȢ 

Per i motivi suddetti, nei paragrafi successivi si farà riferimento alla bibliografia umana, e dove 

possibile, allo stato dÅÌÌȭÁÒÔÅ ÎÅÌÌÁ medicina veterinaria con particolare riferimento alla specie canina, 

oggetto di questo studio. 

 

2.1.2 Struttura molecolare delle Ig e del TCR 

2.1.2.1 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 clasÓÉÃÁ ÆÏÒÍÁ ÁÄ 9 ÄÅÌÌȭÉÍÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎÁ ɉ-ÏÄÉÁÎÏȟ ςπππɊȢ 
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Le catene leggere e quelle pesanti hanno in comune lo stesso tipo generale di organizzazione; ciascuna 

catena consiste di due regioni principali: la regione variabile (regione V) N-terminale e la regione 

costante (regione C) C-terminale (Lewin, 2006). Regioni corrispondenti delle catene pesanti e leggere 

si associano per generare domini che si ripetono più volte: 2 volte nelle catene leggere e 4 o 5 volte 

nelle catene pesanti. (Lewin, 2006; Morrison e Neuberger, 2001). 

)Ì ÄÏÍÉÎÉÏ ÌÏÃÁÌÉÚÚÁÔÏ ÁÌÌȭÅÓÔÒÅÍÉÔÛ .-terminale delle catene pesanti e delle catene leggere è chiamato 

dominio variabile o dominio V poiché è costituito da una sequenza aminoacidica che differisce 

significativamente tra le singole immunoglÏÂÕÌÉÎÅ ÃÏÎÆÅÒÅÎÄÏ ÌÏÒÏ ÕÎȭÅÎÏÒÍÅ ÖÅÒÓÁÔÉÌÉÔÛȠ ÔÁÌÅ ÄÏÍÉÎÉÏ 

îȟ ÉÎ ÅÆÆÅÔÔÉȟ ÒÅÓÐÏÎÓÁÂÉÌÅ ÄÅÌ ÒÉÃÏÎÏÓÃÉÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ ɉ,Å×ÉÎȟ ςππφɊȢ 

!ÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÉ ÃÉÁÓÃÕÎ ÄÏÍÉÎÉÏ ÖÁÒÉÁÂÉÌÅ ɉ6( Å 6,Ɋ ÌÁ ÍÁÓÓÉÍÁ ÖÁÒÉÁÂÉÌÉÔÛ ÎÏÎ î ÄÉÓÔÒÉÂÕÉÔÁ 

uniformemente, ma è 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 

ÄÅÌÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ ÄÅÓÔÉÎÁÔÏ Á ÌÅÇÁÒÖÉÓÉȠ ÐÅÒ ÑÕÅÓÔÏ ÓÏÎÏ ÐÉĬ ÃÏÍÕÎÅÍÅÎÔÅ ÃÈÉÁÍÁÔÉ ÒÅÇÉÏÎÉ ÄÉ 

complementarietà o CDRs (Complementarity Determining Regions: CDR1, CDR2 e CDR3) (Modiano, 

2000). 

Tra le tre regioni ipervariabili CDR sono intercalate altre quattro regioni di minore variabilità 

aminoacidica denominate regioni strutturali o Framework Regions (FRI, FRII, FRIII e FRIV). 

Nelle rimanenti regioni della catena leggera e della catena pesante, le sequenze aminoacidiche sono 

sostanzialmente identiche tra le immunoglobuline appartenenti alla stessa classe o isotipo; per questa 

ragione si parla di domini costanti (C). 

Vi è un dominio costante della catena leggera (CL) e 3 domini costanti della catena pesante (CH1, CH2, 

CH3), numeÒÁÔÉ Á ÐÁÒÔÉÒÅ ÄÁÌÌȭÅÓÔÒÅÍÉÔÛ Áminica; le IgM e le IgE, che hanno catene pesanti più lunghe, 

presentano un ulteriore dominio CH4. 

,Å ÃÁÔÅÎÅ ÌÅÇÇÅÒÅ ÐÏÓÓÏÎÏ ÅÓÓÅÒÅ ÄÉ ÄÕÅ ÔÉÐÉȡ ÌÁÍÂÄÁ ɉʇɊ Ï ËÁÐÐÁ ɉʆɊȢ 
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/ÇÎÉ ÃÌÁÓÓÅ ÉÍÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎÉÃÁ ÐÕĔ ÐÒÅÓÅÎÔÁÒÅ ÃÁÔÅÎÅ ÌÅÇÇÅÒÅ ÄÉ ÔÉÐÏ ʆ ÏÐÐÕÒÅ ÄÉ ÔÉÐÏ ʇ ÍÁ ÌÅ ÓÉÎÇÏÌÅ 

immunoglobuline non presentano mai contemporaneamente una catena di un tipo ed una di un altro 

(Lewin, 2006). 

)Î ÃÏÎÄÉÚÉÏÎÉ ÎÏÒÍÁÌÉȟ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏȟ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÌÅÇÇÅÒÅ ʆ Å ʇ ÎÅÌÌÅ )Ç î ÉÎ ÒÁÐÐÏÒÔÏ ÄÉ 

ÅÑÕÉÌÉÂÒÉÏ ɉ2ÅÚÕËÅ ÅÔ ÁÌȟ ρωωχɊȟ ÍÅÎÔÒÅ ÎÅÌ ÃÁÎÅ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ʇ ÐÒÅÄÏÍÉÎÁ ÓÕ Ë ɉ!ÒÕÎ ÅÔ ÁÌȠ ρωωφɊȢ 

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 

ÒÉÃÏÎÏÓÃÉÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ ÄÁ ÐÁÒÔÅ ÄÉ ÑÕÅÓÔÏ ÒÅÃÅÔÔÏÒÅ ɉ*ÕÎÇ ÅÔ ÁÌȟ ςππφɊȢ (Figura 2.1.2.I) 

 

Figura 2.1.2.I: sx) 3ÔÒÕÔÔÕÒÁ ÃÒÉÓÔÁÌÌÏÇÒÁÆÉÃÁ ÄÉ ÕÎȭÉÍÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎÁ ÃÏÎ ÌÁ ÃÌÁÓÓÉÃÁ ÆÏÒÍÁ Á 9Ƞ ÄØ) 

Struttura tridimensionale del B-cell Receptor sulla superficie di un linfocita 

 

2.1.2.2 TCR 

Il TCR è un complesso proteico posto sulla superficie cellulare dei linfociti T dove, insieme ad altre 

strutture proteiche e co-recettori , costituisce il complesso recettoriale T (T-cell receptor complex). Il 

4#2 î ÒÅÓÐÏÎÓÁÂÉÌÅ ÄÅÌ ÒÉÃÏÎÏÓÃÉÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ ÅÄ ÈÁ ÕÎÁ ÓÔÒÕÔÔÕÒÁ ÍÏÌÔÏ ÓÉÍÉÌÅ Á ÑÕÅÌla delle 

immunoglobuline: è costituito da due catene polipeptidiche legate da ponti di-solfuro, ciascuna 

ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÔÁ ÄÁ ÕÎÁ ÐÏÒÚÉÏÎÅ ÖÁÒÉÁÂÉÌÅȟ ÕÎÁ ÐÏÒÚÉÏÎÅ ÃÏÓÔÁÎÔÅ Å ÄÁ ÕÎ ÓÉÔÏ ÄÉ ÌÅÇÁÍÅ ÐÅÒ ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅȟ 

ÄÁÔÏ ÄÁÌÌȭÕÎÉÏÎÅ ÄÅÉ ÄÕÅ ÄÏÍÉÎÉ Á ÌÉÖÅÌÌÏ ÄÅÌÌÁ regione variabile. Nella maggior parte dei linfociti T 

circolanti (95%) le due catene polipeptidiche sono rappresentate dalle catene ɻ e ɼ, nei rimanenti 5% 

dalle cateneɾ e ɿ (Medeiros e Carr, 1999; Lewin, 2006). 
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Il TCR è 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 2.1.2.II).  

 

Figura 2.1.2.II : sx) Struttura  tridimensionale del TCR sulla superficie di un linfocita T helper; dx) Domini del TCR. 

Evidenza dei domini transmembranari ed intramembranari e struttura del CD3 e del CD4 

 

Come le immunoglobuline, il TCR presenta a livello del sito ÄÉ ÒÉÃÏÎÏÓÃÉÍÅÎÔÏ ÐÅÒ ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅȟ ÔÒÅ 

ÒÅÇÉÏÎÉ ÉÐÅÒÖÁÒÉÁÂÉÌÉȟ ÁÎÃÈȭÅÓÓÅ ÄÅÎÏÍÉÎÁÔÅ ÒÅÇÉÏÎÉ ÄÉ ÃÏÍÐÌÅÍÅÎÔÁÒÉÅÔÛ Å ÃÁÒÁÔÔÅÒÉÚÚÁÔÅ ÄÁ ÕÎÁ 

particolare disposizione che rispecchia la loro funzione: le regioni CDR1 e CDR2 (una per ciascuna 

catena del TCR) hanno una localizzazione più periferica, mentre le due regioni CDR3, dotate di una 

maggiore variabilità antigenica, sono localizzate al centro della tasca di legame.  

Il complesso recettoriale T è 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 

ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁ ÉÌ ÍÏÄÏ ÃÏÎ ÃÕÉ ÉÌ ÒÅÃÅÔÔÏÒÅ ÓÅÇÎÁÌÁ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÁ ÃÅÌÌÕÌÁ ÄÉ ÁÖÅÒ ÒÉÃÏÎÏÓÃÉÕÔÏ ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ 

(Lewin, 2006). Il CD3 è costituito da quatÔÒÏ ÐÒÏÔÅÉÎÅ ÄÉ ÔÒÅ ÔÉÐÉ ÄÉÖÅÒÓÉ ɉɾȟ ɿȟ ʀɊ ÁÓÓÏÃÉÁÔÅ ÉÎ ÅÔÅÒÏÄÉÍÅÒÉ 

ɉɾʀ Å ɿʀɊ ÃÈÅ ÉÎÔÅÒÁÇÉÓÃÏÎÏ ÃÏÎ ÉÌ 4#2 Á ÌÉÖÅÌÌÏ ÄÅÉ Äomini transmembranari tramite aminoacidi carichi 

ÎÅÇÁÔÉÖÁÍÅÎÔÅȢ )Ì ÃÏÍÐÌÅÓÓÏ #$σ î ÃÏÓÔÉÔÕÉÔÏ ÁÎÃÈÅ ÄÁ ÄÕÅ ÃÁÔÅÎÅ ÃÈÉÁÍÁÔÅ ʂ Å ʁ ÃÈÅ Ói associano a 

ÆÏÒÍÁÒÅ ÌȭÏÍÏÄÉÍÅÒÏ ʁ-ʁ ɉÎÅÌÌȭψπϷ ÄÅÉ ÃÁÓÉɊ Ï ÌȭÅÔÅÒÏÄÉÍÅÒÏ ʂ-ʁ (nel 20% dei casi), contenuto 

interamente a livello intracitoplasmatico ed avente un ruolo fondamentale nella trasduzione del 

ÓÅÇÎÁÌÅȢ ,Á ÐÒÏÔÅÉÎÁ ʁ ÓÖÏÌÇÅ ÉÎÆÁÔÔÉ ÉÌ ÒÕÏÌÏ ÄÉ ÐÒoteina effettrice del complesso CD3 (Morrison e 

Neuberger, 2001; Lewin, 2006). 
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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, il CD8, quelle con funzione citotossica. Il 

linfociti T helper coadiuvano sia la risposta immunitaria umorale che cellulo-mediata, riconoscendo 

ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ ÓÅ ÐÒÅÓentato nel contesto di una molecola MHC di classe II. Il linfocita T citotossico o killer, 

ÒÉÃÈÉÅÄÅ ÐÅÒ ÉÌ ÒÉÃÏÎÏÓÃÉÍÅÎÔÏȟ ÌÁ ÐÒÅÓÅÎÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ ÁÓÓÏÃÉÁÔÏ ÁÄ ÕÎÁ ÐÒÏÔÅÉÎÁ -(# ÄÉ ÃÌÁÓÓÅ 

I. 

Alcuni TCRɾɿ non presentano i co-ÒÅÃÅÔÔÏÒÉ #$τ Ï #$ψ Å ÓÅÍÂÒÁÎÏ ÐÏÔÅÒ ÌÅÇÁÒÅ ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ 

direttamente, senza presentazione da parte delle molecole MHC (Richards e Nelson, 2000). 

 

2.1.3 Organizzazione dei geni delle Ig e del TCR 

È un assioma dei genetisti che la costituzione genetica di un organismo creata dalla combinazione di 

spermatozoi e uova, sia ereditata da tutte le cellule somatiche e non subisca dei cambiamenti di 

ÃÏÎÔÅÎÕÔÏ ÄÅÌ $.!Ƞ ÉÎ ÅÆÆÅÔÔÉȟ ÌȭÁÃÑÕÉÓÉÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÄÉÖÅÒÓÉ ÆÅÎÏÔÉÐÉ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÓÏÍÁÔÉÃÈÅ ÁÖÖÉÅÎe 

ÁÔÔÒÁÖÅÒÓÏ ÕÎ ÃÏÎÔÒÏÌÌÏ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÉÁÌÅ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁ ɉ,Å×ÉÎȟ ςππφɊȢ 

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.  

,ȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÇÅÎÅÔÉÃÁ ÄÅÌ ÓÉÓÔÅÍÁ ÉÍÍÕÎÉÔÁÒÉÏ î ÃÏÓÔÉÔÕÉÔÁ ÄÁ ÕÎÁ ÓÅÒÉÅ ÄÉ ÆÁÍÉÇÌÉÅ ÄÉ ÇÅÎÉ 

correlati, detta superfamiglia di geni delle immunoglobuline (di cui fanno parte sia il TCR che le 

immunoglobuline), la cui struttura è 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 

è 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, 

2006); quindi i geni V codificano per le regioni variabili ed i geni C per le regioni costanti, ma nessuno 

dei due tipi di geni è espresso come unità indipendente. In effetti sebbene lo schema della linea 

ÇÅÒÍÉÎÁÌÅ ÓÉÁ ÐÏÓÓÅÄÕÔÏ ÄÁ ÔÕÔÔÅ ÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅȟ ÓÏÌÔÁÎÔÏ ÎÅÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉȟÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁ ÁÖÖÉÅÎÅ ÑÕÁÎÄÏ É 

ÇÅÎÉ 6 ÓÏÎÏ ÕÎÉÔÉ ÁÉ ÇÅÎÉ # ÐÅÒ ÃÒÅÁÒÅ ÕÎȭÕÎÉÔÛ ÄÉ ÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÃÈÅ ÃÏÄifica un polipeptide, catena 
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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 i 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. 

2.1.3.1 Immunoglobuline 

NellȭÕÏÍÏȟ É ÇÅÎÉ ÐÅÒ ÌÅ ÉÍÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎÅ ÓÏÎÏ ÏÒÇÁÎÉÚÚÁÔÉ ÉÎ ÔÒÅ ÌÏÃÉ ÓÅÐÁÒÁÔÉȡ ÕÎ ÌÏÃÕÓ ÇÅÎÉÃÏ 

ÃÏÄÉÆÉÃÁÎÔÅ ÐÅÒ ÔÕÔÔÉ É ÔÉÐÉ ÄÉ ÃÁÔÅÎÅ ÐÅÓÁÎÔÉ ɉÌÏÃÕÓ (Ɋ Å ÄÕÅ ÌÏÃÉ ÐÅÒ ÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÌÅÇÇÅÒÅ ɉÌÏÃÉ ʇ Å ʆɊȟ ÓÉÔÕÁÔÉ 

su tre cromosomi diversi (il locus H, sul cromosoma ρτȟ ÉÌ ÌÏÃÕÓ ʆ ÓÕÌ ÃÒÏÍÏÓÏÍÁ ς ÅÄ ÉÌ ÌÏÃÕÓ ʇȟ ÓÕÌ 

cromosoma 22) (Matsuda et al, 1998). Nel cane, il locus genico H è stato identificato sul cromosoma 8 

(Tamura et al, 2006). 

.ÅÌÌȭÕÏÍÏ Å ÎÅÌ ÃÁÎÅȟ ÉÌ ÄÏÍÉÎÉÏ ÖÁÒÉÁÂÉÌÅ ÄÅÌÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÌÅÇÇÅÒÅ ɉʇ Å ʆɊ î ÃÏÄÉÆÉÃÁto 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 VH e JH per distinguerli da quelli della catena leggera VL e JL), è presente un 

terzo segmento chiamato DH (da Diversity), interposto a VH e JH (Modiano, 2000; Lewin, 2006). 

!Ä ÕÎÁ ÄÉÓÔÁÎÚÁ σȭ variabile rispetto ai segmenti genici V sono posti i geni delle regioni costanti (C); 

ÎÅÇÌÉ ÁÎÉÍÁÌÉȟ ÉÌ ÌÏÃÕÓ ÄÅÌÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ÌÅÇÇÅÒÁ ʆ ÈÁ ÕÎ ÓÉÎÇÏÌÏ ÇÅÎÅ #ȟ ʇ ÐÏÓÓÉÅÄÅ ÄÁ σ Á φ ÇÅÎÉ #ȟ ÍÅÎÔÒÅ É 

geni per le catene pesanti dei diversi isotipi (IgM, IgD, IgG o IgE) sono organizzati in una serie di 

tandem il cui ordine è diverso in ogni specie animale (Modiano, 2000). 

) ÓÅÇÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉ 6 ÄÅÌÌÅ ÔÒÅ ÆÁÍÉÇÌÉÅ ÄÅÌÌÅ ÉÍÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎÅ ɉʇȟ ʆȟ Å (ȟɊ ÈÁÎÎÏ ÕÎȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ 

simile: il primo esone (chiamato esone leader) codifica per la cosiddetta sequenza segnale (peptide 

leader) che è 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 è codificata dal segmento D (solo nella famiglia H) e dal segmento J (in tutte e tre le famiglie); 

infine, il segmento J è separato tramite sequenze introniche dal segmento C, terzo esone del gene 

attivo (Lewin, 2006) (Figura 2.1.3.I). 
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Figura 2.1.3.I:: Organizzazione dei loci delle catene leggere e della catena pesante delle immunoglobuline umane: 

Da Immunobiology. Garland publishing 2001 

 

2.1.3.2 TCR 

,ȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÇÅÎÉ 4#2 ÐÒÅÖÅÄÅ τ ÌÏÃÉȟ ÏÇÎÕÎÏ ÄÅÉ ÑÕÁÌÉ ÃÏÄÉÆÉÃÁ ÐÅÒ ÕÎÁ ÓÉÎÇÏÌÁ ÃÁÔÅÎÁ 

ÐÏÌÉÐÅÐÔÉÄÉÃÁ ɻȟ ɼȟ ɾ Ï ɿȠ É ÌÏÃÉ ɻ Å ɿ ÓÏÎÏ ÌÏÃÁÌÉÚÚÁÔÉ ÓÕÌ ÃÒÏÍÏÓÏÍÁ ρτȟ ÍÅÎÔÒÅ É ÌÏÃÉ ɼ Å ɾȟ ÓÕÌ 

cromosoma 7 (Wilson et al, 2001). Nel cane è stato recentemenÔÅ ÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÔÏ ÉÌ ÌÏÃÕÓ ÇÅÎÉÃÏ 4#2ɾȟ 

localizzato sul cromosoma 18 (Yagihara et al, 2007). Tali loci, mostrano una notevole somiglianza con 

ÑÕÅÌÌÉ ÄÅÌÌÅ ÉÍÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎÅȢ )Ì ÌÏÃÕÓ 4#2ɻ ÃÏÍÅ ÉÌ ÌÏÃÕÓ )Çʆȟ î ÃÏÓÔÉÔÕÉÔÏ ÄÁ ÓÅÇÍÅÎÔÉ 6 ÓÅÐÁÒÁÔÉ ÄÁ ÕÎ 

gruppo di sÅÇÍÅÎÔÉ * ÃÈÅ ÐÒÅÃÅÄÅ ÕÎ ÓÉÎÇÏÌÏ ÓÅÇÍÅÎÔÏ # ɉ,Å×ÉÎȟ ςππφɊȢ ,ȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÌÏÃÕÓ 

4#2ɼ ÁÓÓÏÍÉÇÌÉÁ Á ÑÕÅÌÌÁ ÄÅÌ ÌÏÃÕÓ (ȡ É ÓÅÇÍÅÎÔÉ 6 ÓÏÎÏ ÓÅÇÕÉÔÉ ÄÁ ÄÕÅ ÃÏÍÐÌÅÓÓÉ $*# ÃÈÉÁÍÁÔÉ $ρ*ρ$ρ 

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). (Figura 

2.1.3.II). 

 

Figura 2.1.3.II:  /ÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÌÏÃÉ ÇÅÎÉÃÉ ÄÅÌ 4#2ɻ Å ɼ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏȢ$Á )ÍÍÕÎÏÂÉÏÌÏÇÙȟ 'ÁÒÌÁÎÄ 0ÕÂÌÉÓÈÉÎÇ 

2001.  

 

 )Ì ÌÏÃÕÓ 4#2ɾȟ ÃÏÍÅ ÉÌ ÌÏÃÕÓ )Çʇ ÄÅÌÌÅ ÉÍÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎÅ ÈÁ ÕÎȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÐÉĬ ÓÅÍÐÌÉÃÅ ÉÎ ÃÕÉ É 

segmenti genici V sono separati da una serie di segmenti J-C.  
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)Ì ÌÏÃÕÓ ÇÅÎÉÃÏ ÄÅÌ 4#2 ɿ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎ ÃÁÓÏ ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅȡ É ÓÅÇÍÅÎÔÉ ÖÁÒÉÁÂÉÌÉ ɿ ÓÏÎÏ ÉÎÆÁÔÔi localizzati 

tra i segmenti genici V e J del TCRɻ. (Figura 2.1.3.III). 

 

Figura 2.1.3.III:  /ÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÌÏÃÉ ÇÅÎÉÃÉ ÄÅÌ 4#2 ɾ Å ɿ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏȢ $Á )ÍÍÕÎÏÂÉÏÌÏÇÙȟ 'ÁÒÌÁÎÄ 0ÕÂÌÉÓÈÉÎÇ 

2001 

 

2.1.4 La diversità immunitaria 

Lo studio delle caratteristiche strutturali e funzionali dei geni delle immunoglobuline e del TCR hanno 

ÐÅÒÍÅÓÓÏ ÄÉ ÆÏÒÍÕÌÁÒÅ ÄÉÖÅÒÓÅ ÉÐÏÔÅÓÉ ÓÕÌÌȭÁÃÑÕÉÓÉÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÄÉÖÅÒÓÉÔÛ ÉÍÍÕÎÉÔÁÒÉÁȢ )Î ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÅ ÓÉ 

ÒÉÔÉÅÎÅ ÃÈÅ ÑÕÁÔÔÒÏ ÍÅÃÃÁÎÉÓÍÉ ÆÏÎÄÁÍÅÎÔÁÌÉ ÓÉÁÎÏ ÉÎ ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÓÐÉÅÇÁÒÅ ÌȭÅÎÏÒÍÅ ÐÏÔenzialità di 

riconoscimento antigenico del sistema immunitario: la ricombinazione somatica, la diversità 

ÃÏÍÂÉÎÁÔÏÒÉÁȟ ÌÁ ÄÉÖÅÒÓÉÔÛ ÇÉÕÎÚÉÏÎÁÌÅ Å ÌȭÉÐÅÒÍÕÔÁÚÉÏÎÅ ÓÏÍÁÔÉÃÁ ɉ,Å×ÉÎȟ ςππφɊȢ  

 

2.1.4.1 Ricombinazione somatica (Riarrangiamento V(D)J) 

La ricombinazione somatica è un processo di ricombinazione del DNA genomico che tipicamente 

avviene nei linfociti T e B. Come già precedentemente esposto, la possibilità di ricombinare il DNA e 

creare nuovi geni attivi è prerogativa del sistema immunitario nel quale, durante lo sviluppo dei 

linfociti, i segmenti genici riarrangiano in maniera sequenziale per formare gli esoni della regione 

ÖÁÒÉÁÂÉÌÅȢ ,Å ÍÏÄÁÌÉÔÛ ÃÏÎ ÃÕÉ ÁÖÖÅÎÇÏÎÏ É ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉ ÓÏÎÏ ÄÉÖÅÒÓÉ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÉ ÄÉÖÅÒÓÉ 

loci delle immunoglobuline e del TCR, pur presentando alcune somiglianze che rispecchiano quelle 

strutturali prima descritte.  
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2.1.4.1a Immunoglobuline 

)Ì ÐÒÏÃÅÓÓÏ ÄÉ ÒÉÃÏÍÂÉÎÁÚÉÏÎÅ ÓÏÍÁÔÉÃÁ ÎÅÌÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÌÅÇÇÅÒÅ ÉÎÉÚÉÁ ÃÏÎ ÌȭÕÎÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎ ÓÅÇÍÅÎÔÏ ÇÅÎÉÃÏ 

V ad un segmento genico J generando la sequenza VJ-C. Durante questa ricombinazione si generano 3 

ÅÓÏÎÉȟ ÓÅÐÁÒÁÔÉ ÄÁ ÁÌÔÒÅÔÔÁÎÔÉ ÉÎÔÒÏÎÉȡ ÇÌÉ ÅÓÏÎÉ ,ȟ 6 Å ÌȭÅÓÏÎÅ #Ȣ 

Tutto il tratto di DNA viene trascritto in un pre-RNA messaggero (o trascritto primario) in cui sono 

ancora presenti le ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÉÎÔÒÏÎÉÃÈÅȢ ,Á ÓÕÃÃÅÓÓÉÖÁ ÐÒÏÃÅÓÓÁÚÉÏÎÅ ÐÏÒÔÁ ÁÌÌȭÅÌÉÍÉÎÁÚÉÏÎÅ ÍÅÄÉÁÎÔÅ 

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. 

Nel linfocita pro-B precoce si ha la prima ricombinazione che porta al congiungimento di uno dei 

segmenti DH con uno dei segmenti JH, 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 

ÐÒÅÃÅÄÅÎÔÅÍÅÎÔÅ ÆÏÒÍÁÔÏ ÐÅÒ ÄÁÒÅ ÏÒÉÇÉÎÅ ÁÌÌȭÅÓÏÎÅ ÃÏÍÐÌÅÔÏ ÄÅÌla regione variabile della catena 

pesante (riarrangiamento VDJ).  

Durante la processazione del trascritto primario di RNA, gli esoni della regione C e la sequenza leader 

ÓÉ ÕÎÉÓÃÏÎÏ ÁÌ ÃÏÍÐÌÅÓÓÏ 6$* ÉÎ ÓÅÇÕÉÔÏ ÁÌÌȭÅÌÉÍÉÎÁÚÉÏÎÅ ÄÅÇÌÉ ÉÎÔÒÏÎÉ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÓÐÌÉÃÉng. 

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 polipeptidicÈÅȢ )Î ÐÏÓÉÚÉÏÎÅ σȭ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌÌȭ2.! ÄÉ ÃÉÁÓÃÕÎÁ ÒÅÇÉÏÎÅ ÃÏÓÔÁÎÔÅ 

(CHɊ ÖÉ ÓÏÎÏ ÄÅÉ ÓÉÔÉ ÄÉ ÐÏÌÉÁÄÅÎÉÌÁÚÉÏÎÅ ɉÕÎÏ ÐÅÒ ÌÅ ʈȟ ÕÎÏ ÐÅÒ ÌÅ ʎ Å ÃÏÓý ÐÅÒ ÌÅ ÁÌÔÒÉ ÃÌÁÓÓÉɊȡ ÓÏÌÔÁÎÔÏ ÉÎ 

ÕÎÏ ÄÉ ÑÕÅÓÔÉȟ ÉÎ ÂÁÓÅ ÁÌÌȭÉÓÏÔÉÐÏ ÃÈÅ ÄÅÖÅ ÅÓÓÅÒÅ ÅÓÐÒÅÓÓÏȟ ÖÅÎÇÏÎÏ ÁÇÇÉÕÎÔÉ ÎÕÍÅÒÏÓÉ ÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉ ÄÉ 

ÁÄÅÎÉÎÁȟ ÃÈÉÁÍÁÔÉ ȰÃÏÄÅ ÄÉ ÐÏÌÉ-!ȱ ÃÈÅ ÇÕÉÄÁÎÏ lo splicing; così, ad esempio, se viene poliadenilato il 

ÓÉÔÏ ÉÎ σȭ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌÌÁ #ʀ viene espressa la IgE e il tratto di RNA tra il complesso VDJ e il C ʀ viene 

ÅÌÉÍÉÎÁÔÏ ÇÒÁÚÉÅ ÁÌÌÏ ÓÐÌÉÃÉÎÇȢ ,Á ÔÒÁÄÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÍ2.! ÍÁÔÕÒÏ ÐÏÒÔÁ ÁÌÌÁ ÐÒÏÄÕÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎÁ ÃÁÔÅÎÁ ʈ 
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ÆÕÎÚÉÏÎÁÎÔÅȠ ÑÕÅÓÔÁ ÉÍÐÅÄÉÓÃÅ ÉÌ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌ ÌÏÃÕÓ ÄÅÌÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ÐÅÓÁÎÔÅ ÓÕÌÌȭÁÌÔÒÏ ÃÒÏÍÏÓÏÍÁȠ 

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 

ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÏ ÓÕÌÌȭÁÌÔÒÏ ÁÌÌÅÌÅȠ ÉÎÆÉÎÅȟ ÓÅ ÁÎÃÈÅ ÑÕÅÓÔÏ ÐÏÒÔÁ ÁÄ ÕÎÁ ÃÁÔÅÎÁ ÐÅÓÁÎÔÅ ÁÂÏÒÔÉÖÁȟ ÓÉ ÈÁ ÌÁ 

morte della cellula per apoptosi (Jung et al, 2006). 

,Á ÒÉÃÏÍÂÉÎÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ $.! ÎÅÉ ÌÏÃÉ ʆ Å ʇ ÐÅÒ ÌÁ ÐÒÏÄÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÌÅÇÇÅre inizia soltanto dopo 

che è avvenuto il riarrangiamento e la successiva espressione dei geni della catena pesante. 

)Ì ÌÏÃÕÓ ʆ î ÉÌ ÐÒÉÍÏ ÁÄ ÁÎÄÁÒÅ ÉÎÃÏÎÔÒÏ ÁÌ ÐÒÏÃÅÓÓÏ ÄÉ ÒÉÃÏÍÂÉÎÁÚÉÏÎÅ Å ÌÁ ÐÒÏÄÕÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎÁ ÃÁÔÅÎÁ 

ÌÅÇÇÅÒÁ ʆ ÆÕÎÚÉÏÎÁÌÅ ÂÌÏÃÃÁ ÉÌ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÏ Á ÌÉÖÅÌÌÏ ÄÅÌ ÌÏÃÕÓ ʇȟ ÐÏÉÃÈï ÏÇÎÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÁ ÐÒÏÄÕÃÅ ÕÎ 

solo tipo di catena leggera (fenÏÍÅÎÏ ÄÅÌÌȭÅÓÃÌÕÓÉÏÎÅ ÁÌÌÅÌÉÃÁɊ (Figura 2.1.4.I). 

 

 

Figura 2.1.4.I: 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 

 

2.1.4.1b TCR 

Il riarrangiamento genico del TCR avviene nel timo e segue meccanismi simili a quelli 

precedentemente descritti per le immunoglobuline. 

La ricombinazione ÄÅÉ ÇÅÎÉ ÄÅÌ 4#2 ɻȾɼ ÏÒÉÇÉÎÁ ÎÅÌ ÌÏÃÕÓ ÇÅÎÉÃÏ ɼȢ )ÎÉÚÉÁÌÍÅÎÔÅȟ ÓÉ ÖÅÒÉÆÉÃÁ ÕÎ 

ÃÏÎÇÉÕÎÇÉÍÅÎÔÏ ÔÒÁ É ÓÅÇÍÅÎÔÉ $ɼ Å *ɼ ÃÈÅ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁ ÌÁ ÆÏÒÍÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎ ÕÎÉÃÏ ÓÅÇÍÅÎÔÏ ÇÅÎÉÃÏ $*ɼ 

con eliminazione del DNA interposto. Successivamente si verifica il riarrangiamÅÎÔÏ ÔÒÁ $*ɼ Å ÕÎÏ ÄÅÉ 

ÓÅÇÍÅÎÔÉ 6ɼ ÃÒÅÁÎÄÏ ÉÌ ÓÅÇÍÅÎÔÏ ÇÅÎÉÃÏ 6$*ɼ ÃÈÅ ÃÏÄÉÆÉÃÁ ÐÅÒ ÌÁ ÒÅÇÉÏÎÅ ÖÁÒÉÁÂÉÌÅ ÄÅÌÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ɼȢ 
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)ÎÆÉÎÅ 6$*ɼ ÓÉ ÃÏÎÇÉÕÎÇÅ ÃÏÎ ÉÌ ÓÅÇÍÅÎÔÏ #ɼρ Åȟ ÓÅ ÔÁÌÅ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÏ ÒÉÓÕÌÔÁ ÐÒÏÄÕÔÔÉÖÏȟ ÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ɼ 

viene sintetizzata (Lewin, 2006). 

Il riarrangiamento dei geni della catena  î ÓÉÍÉÌÅ Á ÑÕÅÌÌÏ ÄÅÌÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ɼȟ ÃÏÎ ÌÁ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÁ ÃÈÅ ÉÎ 

ÑÕÅÓÔÏ ÃÁÓÏ ÍÁÎÃÁÎÏ É ÓÅÇÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉ $Ȣ 5ÎÁ ÖÏÌÔÁ ÐÒÏÄÏÔÔÁȟ ÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ɻ ÖÉÅÎÅ ÅÓÐÒÅÓÓÁ ÓÕÌÌÁ 

ÍÅÍÂÒÁÎÁ ÉÎÓÉÅÍÅ ÁÌÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ɼ ÅÄ ÉÌ ÌÉÎÆÏÃÉÔÁ 4 î ÐÒÏÎÔÏ per la selezione timica. Ogni cellula T può 

ÒÉÃÏÍÂÉÎÁÒÅ ÉÎ ÍÏÄÏ ÐÒÏÄÕÔÔÉÖÏ ÕÎÁ ÓÏÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ɼ Á ÃÁÕÓÁ ÄÅÌ ÆÅÎÏÍÅÎÏ ÄÉ ÅÓÃÌÕÓÉÏÎÅ ÁÌÌÅÌÉÃÁȟ 

ÐÒÅÓÅÎÔÅ ÁÎÃÈÅ ÎÅÌ 4#2Ƞ ÔÁÌÅ ÅÓÃÌÕÓÉÏÎÅ ÎÏÎ ÁÖÖÉÅÎÅ ÐÅÒ ÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ɻ ÃÈÅ ÐÏÓÓÏÎÏ ÓÕÂÉÒÅ 

riarrangiamenti multipli (Jung et al, 2006). 

#ÏÍÅ ÇÉÛ ÄÅÔÔÏ ÉÎ ÐÒÅÃÅÄÅÎÚÁȟ ÉÌ ÌÏÃÕÓ ɿ ÓÉ ÔÒÏÖÁ ÉÎÔÅÒÃÁÌÁÔÏ ÔÒÁ É ÓÅÇÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉ 6 Å * ÄÅÌÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ɻ Å Á 

causa della sua localizzazione, ogni riarrangiamento dei segmenti genici del TCRɻ induce una 

delezione dei geni ɿ, che vengono rimossi in due tappe durante il processo di ricombinazione di Vɻ con 

JɻȢ 1ÕÅÓÔÏ ÐÒÏÃÅÓÓÏ ÄÉ ÅÓÃÌÕÓÉÏÎÅ ÐÏÒÔÁ ÉÎÅÖÉÔÁÂÉÌÍÅÎÔÅ ÁÌÌȭÉÍÐÏÓÓÉÂÌÉÔÛ ÄÉ ÃÏ-espressioÎÅ ɻ-ɿȠ 

ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÌÏÃÕÓ ɿ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁ ÌÁ ÒÉÃÏÍÂÉÎÁÚÉÏÎÅ 6$*ȟ ÁÎÃÈÅ ÓÅ î ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÌȭÉÎÃÏÒÐÏÒÁÚÉÏÎÅ di 

entrambi i segmenti D e la creazione di un riarrangiamento VDDJ (Lewin, 2006). 

 

2.1.4.2 Diversità 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 diversità delle regioni variabili delle immunoglobuline. 

Il numero massimo di combinazioni possibili per ogni locus genico è dato dal prodotto del numero dei 

ÓÅÇÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉ 6ȟ * Å $ ɉÐÅÒ ÉÌ ÌÏÃÕÓ ( Å É ÌÏÃÉ 4#2 ɼ Å ɿɊ Ï 6 Å * ɉÐÅÒ É ÌÏÃÉ ÄÅÌÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÌÅÇÇÅÒÅ Å ÉÌ 4#2 ɻ 

Å ɾɊȢ 4ÕÔÔÁÖÉÁȟ ÉÌ ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÄÉÖÅÒÓÉÔÛ ÃÏÍÂÉÎÁÔÏÒÉÁ ÃÈÅ ÓÉ ÐÕĔ ÇÅÎÅÒÁÒÅ Ðuò essere molto minore rispetto 

a quello atteso, perché non tutti i 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 pseudogene possono risultare 

ÎÏÎ ÐÒÏÄÕÔÔÉÖÉȢ !Ä ÅÓÅÍÐÉÏ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏȟ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÔÉ ÐÅÒ ÉÌ ÌÏÃÕÓ (ȟ ρςσ ÓÅÇÍÅÎÔÉ 6ȟ ÄÅÉ ÑÕÁÌÉ 
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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 possibilità 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 

ÒÉÃÏÍÂÉÎÁÚÉÏÎÉȟ ÐÅÒ ÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ʇ ÓÏÎÏ ÉÎÖÅÃÅ ÐÏÓÓÉÂÉÌÉ ÃÉÒÃÁ ρςπ ÃÏÍÂÉÎÁÚÉÏÎÉ ɉσπ Ø τɊ ɉ,Å×ÉÎȟ ςππφɊȢ 

Sebbene la funzione dellÅ ÉÍÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎÅ ÓÉÁ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÔÁ ÄÁÌÌȭÁÚÉÏÎÅ ÃÏÍÐÌÅÍÅÎÔÁÒÅ ÄÅÌÌÅ ÃÁÔÅÎÅ 

pesanti e delle catene leggere, per quanto prima esposto, il maggior contributo alla generazione della 

diversità e della specificità delle immunoglobuline, viene dato proprio dal locus H (Matsuda et al, 

1998). 

Inoltre ogni possibile catena pesante prodotta si può legare ad ogni possibile catena leggera; questo 

permette di aumentare ulteriormente la diversità combinatoria della regione variabile delle Ig: 320 

(200 + 120) X 4000 = 128000 combinazioni. 

2ÅÃÅÎÔÅÍÅÎÔÅ î ÓÔÁÔÏ ÐÒÏÐÏÓÔÏ ÕÎÏ ÓÃÈÅÍÁ ÄÉ ÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ 4#2 ɾ ÎÅÌ ÃÁÎÅȡ ÓÅÃÏÎÄÏ 9ÁÇÉÈÁÒÁ Å 

ÃÏÌÌÁÂÏÒÁÔÏÒÉ ɉςππχɊȟ ÉÌ ÌÏÃÕÓ 4#2 ɾȟ ÐÏÓÔÏ ÓÕÌ ÃÒÏÍÏÓÏÍÁ ρψȟ ÓÁÒÅÂÂÅ ÃÏÍÐÏÓÔÏ ÄÁ τ ÓÅÇÍÅÎÔÉ 6ȟ 

preceduti da quattro sequenze L, 6 segmenti J e 4 segmenti C.  

 

2.1.4.3 Diversità giunzionale 

La ricombinazione dei geni delle Ig e del TCR, è caratterizzata da un riarrangiamento fisico di sequenze 

che comporta rotture ed unioni che devono avvenire secondo precisi schemi garantiti da meccanismi 

strettamente regolati (Lewin, 2006).  

)Ì ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÏ 6$* î ÇÕÉÄÁÔÏ ÄÁÌÌȭÁÔÔÉÖÉÔÛ ÃÏÏÒÄÉÎÁÔÁ ÄÅÌÌÅ ÒÉÃÏÍÂÉÎÁÓÉȟ ÕÎ ÃÏÍÐÌÅÓÓÏ ÅÎÚÉÍÁÔÉÃÏ 

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 è 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 
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23 nucleotidi denominata spacerȟ Á ÓÕÁ ÖÏÌÔÁ ÓÅÇÕÉÔÁ ÄÁ ÕÎȭÁÌÔÒÁ ÓÅÑÕÅÎÚÁ ÃÏÎÓÅÒÖÁÔÁ ÄÉ ÎÏÖÅ 

nucleotidi, detta nonamero (Jung et al, 2006) (Figura 2.1.4.3 I). 

Nel locus k, i 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 è costituito da 12 

nucleotidi (Figura 2.1.4.3 I). 

.ÅÌ ÌÏÃÕÓ ʇȟ ÌÁ ÓÉÔÕÁÚÉone è simile, ma la spaziatura tra eptamero e nonamero è invertita: 12 nucleotidi 

per i segmenti V e 23 per i segmenti J. Nel caso del locus H, la situazione è più complessa: nei segmenti 

6 ÌȭÅÐÔÁÍÅÒÏ Å ÉÌ ÎÏÎÁÍÅÒÏ ÓÏÎÏ ÓÐÁÚÉÁÔÉ ÄÁ ςσ ÐÁÉÁ ÄÉ ÂÁÓÉȟ ÎÅÉ ÓÅÇmenti J le due sequenze conservate 

sono spaziate da 23 paia di basi, mentre i segmenti D presentano le due sequenze conservate separate 

ÄÁ ρς ÐÁÉÁ ÄÉ ÂÁÓÉ ÓÉÁ ÉÎ ÄÉÒÅÚÉÏÎÅ υȭ ÃÈÅ ÉÎ σȭȢ .ÅÌÌÁ ÒÉÃÏÍÂÉÎÁÚÉÏÎÅ î ÇÅÎÅÒÁÌÍÅÎÔÅ ÓÅÇÕÉÔÁ ÌÁ ȰÒÅÇÏÌÁ 

ÄÅÌ ρςȾςσȱȟ ÃÈÅ prevede il riarrangiamento di due segmenti genici solo se uno ha uno spacer di 12 

ÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉ Å ÌȭÁÌÔÒÏ ÄÉ ςσȢ 

Questo spiega la sequenza nella ricombinazione delle catene pesanti: ciascun segmento VH e JH 

possiede uno spacer di 23 nucleotidi e non può quindi essere ricombinato; prima è necessaria la 

ricombinazione tra il segmento V e il segmento D o tra il segmento D e il segmento J. Le ricombinazioni 

ÆÒÁ É ÓÅÇÍÅÎÔÉ 6 Å * ÓÏÎÏ ÉÎÖÅÃÅ ÃÏÎÓÅÎÔÉÔÅ ÎÅÉ ÌÏÃÉ ʆ Å ʇȟ ÄÏÖÅ É ÓÅÇÍÅÎÔÉ ÃÏÎÓÅÒÖÁÔÉ ÐÒÅÓÅÎÔÁÎÏ 

sequenze spaziatrici di 12 e 23 paia di basi. 

 

Figura 2.1.4.3: Disposizione delle sequenze conservate (eptamero e nonamero) e degli spacer tra i 

segmenti genici che coÄÉÆÉÃÁÎÏ ÌÅ ÒÅÇÉÏÎÉ ÖÁÒÉÁÂÉÌÉ ÄÅÌÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÐÅÓÁÎÔÉ ɉ(Ɋ Å ÄÅÌÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÌÅÇÇÅÒÅ ʆ Å ʇȢ 

Da Immunobiology, Garland Publishing, 2001 
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Le sequenze spaziatrici hanno quindi lo scopo di impedire ricombinazioni non corrette, ad esempio, 

tra segmenti genici dello stÅÓÓÏ ÔÉÐÏ Ï ÎÅÌ ÃÁÓÏ ÄÅÌ ÌÏÃÕÓ (ȟ ÌȭÅÖÅÎÔÕÁÌÅ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÏ ÄÉÒÅÔÔÏ ÔÒÁ É 

segmenti V e J. 

Il processo di ricombinazione avviene quando la ricombinasi RAG1, riconosce ed allinea le sequenze 

consenso (RSS) appropriate, reclutando RAG2 nel complesso: il nonamero fornisce il sito di 

ÒÉÃÏÎÏÓÃÉÍÅÎÔÏ ÉÎÉÚÉÁÌÅ ÍÅÎÔÒÅ ÌȭÅÐÔÁÍÅÒÏ ÄÉÒÉÇÅ ÉÌ ÓÉÔÏ ÄÉ ÔÁÇÌÉÏ ɉ,Å×ÉÎȟ ςππφɊȢ )Ì ÃÏÍÐÌÅÓÓÏ 

ÅÎÚÉÍÁÔÉÃÏ ÃÏÓý ÆÏÒÍÁÔÏȟ ÉÎÃÉÄÅ ÉÌ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏ ÄÉ $.! ÉÎ ÄÉÒÅÚÉÏÎÅ υȭ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌÌÁ ÓÅÑÕÅÎÚÁ ÅÐÔÁÍÅÒÉÃÁ 

ɉÌȭÅÓÔÒÅÍÉÔÛ ÃÏÎÔÉÇÕÁ ÁÌÌÁ ÓÅÑÕÅÎza codificante), producendo una rottura a singolo filamento (nick). 

4ÁÌÅ ÉÎÃÉÓÉÏÎÅ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁ ÌȭÅÓÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎ ÇÒÕÐÐÏ /(- ÔÅÒÍÉÎÁÌÅ ÉÎ ÄÉÒÅÚÉÏÎÅ σȭ Å 0-terminale in 

ÄÉÒÅÚÉÏÎÅ υȭȡ ÉÌ ÇÒÕÐÐÏ /(ȟ ÁÔÔÁÃÃÁ ÉÌ ÇÒÕÐÐÏ ÆÏÓÆÁÔÏ ÎÅÌÌȭÁÌÔÒÏ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏȟ ÃÒÅÁÎÄÏ ÕÎÁ Æorcina al 

ÔÅÒÍÉÎÁÌÅ ÄÅÌÌÁ ÓÅÑÕÅÎÚÁ ÃÏÄÉÆÉÃÁÎÔÅȟ ÉÎ ÃÕÉ ÌȭÅÓÔÒÅÍÉÔÛ σȭ ÄÉ ÕÎ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏ î ÕÎÉÔÁ ÁÌÌȭÅÓÔÒÅÍÉÔÛ υȭ 

ÄÅÌÌȭÁÌÔÒÏ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏ ÄÉ $.!ȟ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÎÄÏ ÐÅÒÃÉĔ ÕÎÁ ÒÏÔÔÕÒÁ Á ÄÏÐÐÉÁ ÅÌÉÃÁ ɉDouble StrandBreak, 

DSB). Il DSB, determina il rilascio di un intero frammento di DNA, contenente gli eptameri, posto tra le 

due sequenze codificanti: le estremità di tale frammento vengono denominate estremità segnale, 

mentre quelle prodotte sulle sequenze codificanti (V, J, o D), vengono chiamate estremità codificanti. 

Le forcine alle estremità codificanti, forniscono il substrato dello stadio successivo della reazione: 

ÕÎȭÉÎÃÉÓÉÏÎÅ Á ÓÉÎÇÏÌÏ ÆÉÌÁÍÅÎÔÏȟ ÁÃÃÁÎÔÏ ÁÌÌÁ ÆÏÒÃÉÎÁȟ ÃÈÅ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁ ÕÎ ÄÉÓÁÃÃÏÐÐÉÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÅ 

estremità 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 estremità codificanti, vengono anche 

aggiunte alcune basi ÅØÔÒÁȟ ÁÐÐÁÒÅÎÔÅÍÅÎÔÅ ÃÏÎ ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÃÁÓÕÁÌÉ ɉÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉ .Ɋȟ ÁÄ ÏÐÅÒÁ ÄÅÌÌȭÅÎÚÉÍÁ 

TdT (deossinucleotidil transferasi terminale) (Figura 2.1.4.3 II).. 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 

ÌÅÇÇÅÒÁȢ ,ȭÕÌÔÉÍÁ ÆÁÓÅ ÄÅÌÌÁ ÒÅÁÚÉÏÎÅ î ÌȭÕÎÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ ÅÓÔÒÅÍÉÔÛ ÃÏÄÉÆÉÃÁÎÔÉ ÒÉÆÉÎÉÔÅȟ ÃÈÅ ÆÒÅÑÕÅÎÔÅÍÅÎÔÅȟ 

ÄÅÔÅÒÍÉÎÁ ÁÎÃÈÅ ÌȭÕÎÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ ÅÓÔÒÅÍÉÔÛ ÓÅÇÎÁÌÅ ÄÅÌ ÆÒÁÍÍÅÎÔÏ ÇÅÎÅÒÁÔÏ ÄÁÌÌÁ ÒÏÔÔÕÒÁ ÄÅÌÌÁ ÄÏÐÐÉÁ 

elica, formando una molecola circolare (Figura 2.1.4.3 II).. 
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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 

ÄÉÖÅÒÓÁ ÄÁ ÑÕÅÌÌÁ ÃÈÅ ÓÁÒÅÂÂÅ ÐÒÅÖÉÓÔÁ ÃÏÎ ÕÎȭÕÎÉÏÎÅ ÄÉÒÅÔÔÁ ÄÅÌÌÅ ÅÓÔÒÅÍÉÔÛ 6ȟ$ Å J. I cambiamenti di 

ÓÅÑÕÅÎÚÁ Á ÌÉÖÅÌÌÏ ÇÉÕÎÚÉÏÎÁÌÅ ÒÅÎÄÏÎÏ ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÕÎȭÅÓÔÅÓÁ ÄÉÖÅÒÓÉÔÛ ÄÉ ÑÕÅÓÔÏ ÓÉÔÏ ɉÃÄ ÄÉÖÅÒÓÉÔÛ 

giunzionale), che codifica per la regione CDR3, coinvolta nel riconoscimento antigenico: il massimo 

della diversità è quindi generato nel ÓÉÔÏ ÃÈÅ ÅÎÔÒÁ ÉÎ ÃÏÎÔÁÔÔÏ ÃÏÎ ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ ÂÅÒÓÁÇÌÉÏ ɉ,Å×ÉÎȟ ςππφɊȢ 

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). 

 

Figura 2.1.4.3 II: sx) Diversità giunzionale. Da Immunobiology, Garland Publishing, 2001. dx) Azione 

delle ricombinasi sulle estremità codificanti e segnale. Da Holmes et al, Cambridge University, 2004. 
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2.1.4.3 $ÉÖÅÒÓÉÔÛ ÓÏÍÁÔÉÃÁ ɉ-ÁÔÕÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÁÆÆÉÎÉÔÛɊ 

Negli organi linfoidi periferici i linfociti B maturi (centrociti o cellule del centro germinale) subiscono 

ÕÎȭÕÌÔÅÒÉÏÒÅ ÄÉÖÅÒÓÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÎÅÌ ÓÉÔÏ ÄÉ ÒÉÃÏÎÏÓÃÉÍÅÎÔÏ ÁÎÔÉÇÅÎÉÃÏ tramite il processo di ipermutazione 

somatica. 

$ÏÐÏ ÌȭÉÎÃÏÎÔÒÏ ÃÏÎ ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ Å ÌÁ ÓÔÉÍÏÌÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÌÉÎÆÏÃÉÔÁ " ÄÁ ÐÁÒÔÅ ÄÉ ÕÎ ÌÉÎÆÏÃÉÔÁ 4 ÈÅÌÐÅÒȟ ÓÉ 

generano delle mutazioni puntiformi nelle regioni geniche codificanti per i domini variabili, che 

determinano un aumento della variabilità in tutte e 3 le CDR di entrambe le catene 

immunoglobuliniche. 

Poiché queste mutazioni avvengono in maniera casuale, solo alcune di esse sono in grado di aumentare 

ÌȭÁÆÆÉÎÉÔÛ ÄÅÌ ÒÅÃÅÔÔÏÒÅ ÐÅÒ ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅȡ ÌÁ ÍÁÇÇÉÏÒ ÐÁÒÔÅ Äelle mutazioni inducono una diminuzione o 

ÁÄÄÉÒÉÔÔÕÒÁ ÐÏÓÓÏÎÏ ÐÒÅÖÅÎÉÒÅ ÃÏÍÐÌÅÔÁÍÅÎÔÅ ÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ )Ç ÁÔÔÒÁÖÅÒÓÏ ÌÁ ÃÒÅÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ȰÃÏÄÏÎÉ 

ÓÔÏÐȱ ɉ(ÁÒÒÉÓ ÅÔ ÁÌȟ ςππρɊȢ 

Pertanto, soltanto i linfociti del centro germinale che subiscono mutazioni in grado di aumentare 

ÌȭÁÆÆÉÎÉÔÛ ÄÅÌ ÌÏÒÏ ÒÅÃÅÔÔÏÒÅ ÐÅÒ ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ ÖÅÎÇÏÎÏ ÓÅÌÅÚÉÏÎÁÔÉ ÐÏÓÉÔÉÖÁÍÅÎÔÅȢ 4ÕÔÔÉ ÇÌÉ ÁÌÔÒÉ ɉÐÉĬ ÄÅÌ 

90%) vanno incontro a morte cellulare per apoptosi (Harris et al, 2001). 

1ÕÅÓÔÏ ÆÅÎÏÍÅÎÏ î ÎÏÔÏ ÃÏÍÅ ÍÁÔÕÒÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÁÆÆÉÎÉÔÛ Å ÁÖÖÉÅÎÅ 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 diversità recettoriale T non è aumentata da 

meccanismi di ipermutazione somatica. Diverse ipotesi sono state considerate per spiegare tale 

ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÁȡ ÌÁ ÐÒÉÍÁ ÉÐÏÔÅÓÉȟ î ÃÈÅ ÌȭÁÓÓÅÎÚÁ ÄÉ ÔÁÌÅ ÐÒÏÃÅÓÓÏ ÓÁÒÅÂÂÅ ÎÅÃÅÓÓÁÒÉÁ ÐÅÒ ÅÖÉÔÁÒÅ 

ÕÎȭÅÃÃÅÓÓÉÖÁ ÖÁÒÉÁÂÉÌÉÔÛ ÄÅÌ ÒÅÃÅÔÔÏÒÅ ÃÏÎ ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÃÏÍÐÁÒÓÁ ÄÉ ÃÌÏÎÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÁÒÉ Íutanti diretti contro 

ÓÔÒÕÔÔÕÒÅ ȰÓÅÌÆȱȢ1ÕÅÓÔÁ ÒÅÓÔÒÉÚÉÏÎÅ ÎÏÎ ÓÉ ÁÐÐÌÉÃÁ ÁÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ " ÐÏÉÃÈï ÁÆÆÉÎÃÈï ÓÉ ÒÅÁÌÉÚÚÉ ÉÌ ÐÒÏÃÅÓÓÏ ÄÉ 

ipermutazione somatica è necessaria la stimolazione del linfocita B da parte di un linfocita T helper. 

Anche se si creassero ÃÌÏÎÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÁÒÉ " ÍÕÔÁÎÔÉ ÖÅÒÓÏ ÂÅÒÓÁÇÌÉ ȰÓÅÌÆȱȟ ÑÕÅÓÔÉ ÎÏÎ ÓÁÒÅÂÂÅÒÏ ÃÏÍÕÎÑÕÅ 

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, 2006). 
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5ÎȭÁÌÔÒÁ ÉÐÏtesi è che un eventuale processo di ipermutazione somatica possa determinare una perdita 

della capacità di riconoscimento del complesso MHC da parte dei linfociti T e di conseguenza, la 

perdita di ogni capacità di indurre una risposta immunitaria (Wilson et al, 2001, Lewin, 2004). 
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2.2 DIAGNOSI E PROGNOSI MOLECOLARI DELLE MALATTIE LINFOPROLIFERATIVE 

 

2.2.1 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 clonalità, traslocazione cromosomica e malattia residua minima (MRM). 

 

2.2.2 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 può risultare estremamente problematica (Vernau, 2004). Inoltre, 

ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÐÒÅÆÅÒÅÎÚÉÁÌÅ ÄÉ ÔÅÃÎÉÃÈÅ ÐÏÃÏ ÉÎÖÁÓÉÖÅ ÎÅÌÌÁ ÆÁÓÅ ÉÎÉÚÉÁÌÅ ÄÅÉ ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÉ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃÉ ÃÌÉÎÉÃÉȟ 

(aspirazione con ago sottile o biopsie guidate), determina spesso la presenza di materiale diagnostico 

ÓÃÁÒÓÏ ÐÅÒ ÑÕÁÎÔÉÔÛ ÅȾÏ ÑÕÁÌÉÔÛȟ ÃÒÅÁÎÄÏ ÕÎȭÕÌÔÅÒÉÏÒÅ ÄÉÆÆÉÃÏÌÔÛ ÄÉ ÉÎÔÅÒÐÒÅÔÁÚÉÏÎÅ ɉ+ÏÃÊÁÎȟ ςππυɊȢ 

5ÎȭÁÌÔÒÁ ÃÏÎÓÉÄÅÒÁÚÉÏÎÅȟ ÒÉÇÕÁÒÄÁ ÌÁ ÐÏÓÓÉÂÉÌÉÔÛ ÃÈÅ ÌÁ ÃÉÔÏÍÏÒfologia, sebbene in grado di 

diagnosticare e classificare buona parte dei linfomi, risulti in alcuni casi del tutto insufficiente: è 

quanto avviene ad esempio in corso di proliferazioni linfocitarie mature, nelle quali la distinzione tra 

una linfocitosi ed una neoplasia linfoide indolente spesso non è possibile (Ben-Ezra et al, 2000; 

Vernau, 2004). Gli errori diagnostici comunemente associati alla citologia convenzionale comprendono 

anche la difficoltà di differenziare le diverse varianti di linfoma ed i linfomi dalle neoplasie 
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metastatizzanti tipo Ȱround cellsȱ ÃÏÍÅ ÎÅÕÒÏÂÌÁÓÔÏÍÉ ÐÅÒÉÆÅÒÉÃÉ Å ÃÁÒÃÉÎÏÍÉ Á ÐÉÃÃÏÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ɉ+ÏÃÊÁÎȟ 

ςππυɊȢ "ÅÎÃÈï ÌȭÁÖÖÅÎÔÏ ÄÅÌÌÅ ÔÅÃÎÉÃÈÅ ÉÍÍÕÎÏÐÁÔÏÌÏÇÉÃÈÅ ÁÂÂÉÁ ÉÎ ÇÒÁÎ ÐÁÒÔÅ ÒÉÓÏÌÔÏ ÔÁÌÉ ÐÒÏÂÌÅÍÉȟ 

ÌȭÁÐÐÌÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÑÕÅÓÔÅ ÍÅÔÏÄiche a piccole quantità di tessuto, non è sempre possibile. Inoltre, la 

diversità antigenica di questo eterogeneo gruppo di neoplasie, non permette in alcuni casi la diagnosi 

ÃÅÒÔÁ ɉ2ÅÚÕËÅ ÅÔ ÁÌȟ ρωωχɊȢ )Ì ÍÉÇÌÉÏÒÁÍÅÎÔÏ ÁÐÐÏÒÔÁÔÏ ÄÁÌÌȭÉÍÍÕÎÏÃÉÔÏȾÉÓÔÏÃÈÉÍÉÃa al protocollo 

diagnostico delle neoplasie linfoproliferative è tuttavia indubbio, considerando la possibilità 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 

ÉÍÍÕÎÏÐÁÔÏÌÏÇÉÃÈÅ ÎÏÎ ÒÉÓÕÌÔÁÎÏ ÅÓÁÕÓÔÉÖÅ ÄÁÌ ÐÕÎÔÏ ÄÉ ÖÉÓÔÁ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃÏȟ î ÎÅÃÅÓÓÁÒÉÏ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ 

tecniche molecolari quali ad esempio il  Southern Blotting (SB) o la PCR, che sono in grado di 

identificare una neoplasia linfoide in modo più oggettivo ed accurato (Vernau e Moore, 1999, Medeiros 

e Carr, 1999). 

,ȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÅÌÌÅ ÔÅÃÎÉÃÈÅ ÄÉ ÂÉÏÌÏÇÉÁ ÍÏÌÅÃÏÌÁÒÅȟ ÎÏÎ î ÓÅÍÐÌÉÃÅÍÅÎÔÅ ÌÉÍÉÔÁÔÏ ÁÌÌÁ ÄÉÁÇÎÏÓÉ ÄÅÌÌÅ 

neoplasie linfoidi, ma contribuisce in modo significativo alla comprensione dei meccanismi 

patogenetici alla base di queste neoplasie, permettendo al contempo di rifinirne i criteri classificativi 

ɉÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÐÁÒÔÉÃÏÌÁÒÉ ÍÕÔÁÚÉÏÎÉ ÇÅÎÅÔÉÃÈÅ ÁÓÓÏÃÉÁÔÅ Á ÄÉÖÅÒÓÉ ÔÉÐÉ ÄÉ ÌÉÎÆÏÍÁȟ ÈÁ contribuito 

alla nuova classificazione WHO delle neoplasie linfoproliferative) (Harris et al, 2000). 

)Î ÃÏÎÃÌÕÓÉÏÎÅȟ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÅÌÌÅ ÔÅÃÎÉÃÈÅ ÍÏÌÅÃÏÌÁÒÉ ÎÅÌ ÐÒÏÔÏÃÏÌÌÏ ÄÉ ÌÁÖÏÒÏ ÄÅÌÌÅ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ ÌÉÎÆÏÉÄÉ î 

diventato un mezzo indispensabile nella diagnosi e nella stadiazione delle neoplasie linfoproliferative: 

gli obiettivi più importanti della diagnosi molecolare di linfoma sono la ricerca della clonalità e 

ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ ÔÒÁÓÌÏÃÁÚÉÏÎÉ ÃÒÏÍÏÓÏÍÉÃÈÅ ɉ+ÏÃÊÁÎȟ ςππυɊȢ 

 

2.2.3 Ricerca della clonalità  

Una neoplasia è 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 

ÔÕÍÏÒÁÌÉ ÃÏÎÔÅÎÇÏÎÏ ÕÎȭÉÄÅÎÔÉÃÁ ÓÅÑÕÅÎÚÁ ÄÉ $.!ȟ ÃÈÅ può essere utilizzata come marker specifico di 

neoplasia (Rezuke et al, 1997; Lana et al, 2006). 
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La clonalità nelle neoplasie linfoidi viene definita con diversi criteri: può essere suggerita 

ÄÁÌÌȭÏÓÓÅÒÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎÁ ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ ÃÅÌÌÕÌÁÒÅ ÍÏÎÏÍÏÒÆÁ Ï ÉÄÅÎÔificata con metodiche 

immunopatologiche per la presenza di un determinante antigenico monoclonale; essa è tuttavia 

determinata in modo più preciso ed accurato individuando la presenza di un riarrangiamento genico 

clonale dei recettori antigene-specifici o ÌȭÅÓÉÓÔÅÎÚÁ ÄÉ ÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÉ ÃÒÏÍÏÓÏÍÉÃÈÅ ÒÉÃÏÒÒÅÎÔÉȟ ÔÒÁÍÉÔÅ 

metodiche di biologia molecolare (Rezuke et al, 1997).  

Le tecniche molecolari sono in grado di diagnosticare una neoplasia linfoide attraverso la 

dimostrazione della clonalità; tuttavia, essa deve essere sempre e comunque interpretata nel 

complesso dei riscontri clinici, morfologici ed immunofenotipici (Vernau e Moore, 1999). La 

contestualizzazione della clonalità è necessaria poiché, seppur fortemente indicativa di neoplasia, non 

è in grado singoÌÁÒÍÅÎÔÅ ÄÉ ÄÉÍÏÓÔÒÁÒÅ ÌȭÉÐÏÔÅÓÉ ÎÅÏÐÌÁÓÔÉÃÁȟ Îï ÉÍÐÌÉÃÁ ÎÅÃÅÓÓÁÒÉÁÍÅÎÔÅ ÌÁ ÍÁÌÉÇÎÉÔÛȡ 

ÉÎ ÁÌÔÒÅ ÐÁÒÏÌÅȟ ÓÅ ÌÁ ÎÅÏÐÌÁÓÉÁ î ÓÅÍÐÒÅ ÃÌÏÎÁÌÅȟ ÌȭÉÎÖÅÒÓÏ ÎÏÎ î ÓÅÍÐÒÅ ÖÅÒÏ ɉ6ÅÒÎÁÕ Å -ÏÏÒÅȟ ρωωωȠ 

Burnett et al, 2003). Esistono patologie infiammatorie o infezioni ÖÉÒÁÌÉ ÁÃÕÔÅȟ ÁÃÃÅÒÔÁÔÅ ÓÉÁ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏ 

che nel cane, che possono indurre gammopatie monoclonali o alcune malattie linfoproliferative 

ÂÅÎÉÇÎÅ ÄÅÌÌȭÕÏÍÏ ÃÈÅ ÐÏÓÓÏÎÏ ÒÉÓÕÌÔÁÒÅ ÃÌÏÎÁÌÉ ɉÁÄ ÅÓÅÍÐÉÏ ÌÁ ÌÉÎÆÏÁÄÅÎÏÐÁÔÉÁ ÁÎÇÉÏÉÍÍÕÎÏÂÌÁÓÔÉÃÁȟ 

disordini linfoprolifera tivi AIDS-correlati, la linfocitosi a grandi granuli) (Burnett et al, 2003). 

La ricerca della clonalità con metodiche di genetica molecolare trova la sua primaria applicazione in 

tutti quei casi in cui essa non può essere identificata con le tecniche tradizionali; la sensibilità di tali 

metodiche permette inoltre di riconoscere la presenza di una popolazione clonale anche quando 

ÑÕÅÓÔÁ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁ ÓÏÌÔÁÎÔÏ ÌȭρϷ ÄÅÌÌÁ ÔÏÔÁÌÉÔÛ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ɉ2ÅÚÕËÅ ÅÔ ÁÌȟ ρωωχɊȟ ÃÏÎÓÅÎÔÅÎÄÏ ÌÁ 

possibilità di monitoraggio molecolare della neoplasia durante il trattamento antiblastico (Burnett et 

al,2003). 

 

2.2.4. Traslocazioni cromosomiche 

I linfomi, analogamente alla maggior parte delle neoplasie, sono caratterizzati da lesioni genetiche in 

ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÒÅ ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ di proto-ÏÎÃÏÇÅÎÉ Ï ÌȭÉÎÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÇÅÎÉ ÏÎÃÏÓÏÐÐÒÅÓÓÏÒÉȢ ) ÐÒÏÔÏ-

oncogeni sono geni normalmente coinvolti nella regolazione dei processi di crescita e proliferazione 

cellulare, con la potenzialità di contribuire alla trasformazione neoplastica, quando strutturalmente o 
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ÆÕÎÚÉÏÎÁÌÍÅÎÔÅ ÁÌÔÅÒÁÔÉȢ ɉ2ÅÚÕËÅ ÅÔ ÁÌȟ ρωωχɊȢ ,ȭÁÖÖÅÎÔÏ ÄÅÌÌÅ ÔÅÃÎÉÃÈÅ ÄÉ ÇÅÎÅÔÉÃÁ ÍÏÌÅÃÏÌÁÒÅ ÈÁ 

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 

ÁÌÌȭÁÌÔÒÏȟ ÉÎÄÕÃÅÎÄÏÎÅ ÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ɉ2ÅÚÕËÅ ÅÔ ÁÌȟ ρωωχȠ (ÁÒÒÉÓ ÅÔ ÁÌȟ ςππρɊȢ 5ÎÁ ÔÒÁÓÌÏÃÁÚÉÏÎÅ 

cromosomica, è 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, 

ÁÔÔÒÁÖÅÒÓÏ ÄÕÅ ÍÅÃÃÁÎÉÓÍÉȡ ÌÁ ÄÅÒÅÇÏÌÁÚÉÏÎÅ ÏÍÏÔÏÐÉÃÁȟ ÃÈÅ ÓÉ ÖÅÒÉÆÉÃÁ ÑÕÁÎÄÏ ÖÉ î ÕÎȭÁÌÔÅÒÁÚÉÏÎÅ 

della regolazione di un proto-oncogene che viene fisiologicamente espresso dalla cellula e la 

ÄÅÒÅÇÏÌÁÚÉÏÎÅ ÅÔÅÒÏÔÏÐÉÃÁȟ ÃÈÅ ÓÉ ÒÉÆÅÒÉÓÃÅ ÁÌÌȭÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎ ÐÒÏÔÏ-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 

ÄÉ ÌÉÎÆÏÍÁȟ ÈÁ ÐÅÒÍÅÓÓÏ ÄÉ ÃÏÍÐÌÅÍÅÎÔÁÒÅ Å ÒÁÆÆÉÎÁÒÅ É ÃÒÉÔÅÒÉ ÃÌÁÓÓÉÆÉÃÁÔÉÖÉ ÄÅÌÌȭÉÓÔÏÌÏÇÉÁ ÔÒÁÄÉÚÉÏÎÁÌÅȟ 

ÐÏÒÔÁÎÄÏ ÁÌÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÓÐÅÃÉÆÉÃÉ ÔÉÐÉ ÎÏÓÏÌÏÇÉÃÉ ÉÎ ÂÁÓÅ ÁÌÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ Ï ÌȭÁÓÓÅÎÚÁ ÄÉ ÕÎÁ 

determinata lesione genetica. Tale considerazione è 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 ÐÒÏÇÎÏÓÔÉÃÏ ÉÎ ÃÕÉ É ÃÒÉÔÅÒÉ ÍÏÒÆÏÌÏÇÉÃÉ ÎÏÎ ÓÏÎÏ ÓÕÆÆÉÃÉÅÎÔÉ Á ÓÔÁÂÉÌÉÒÅ ÌȭÅÓÁÔÔÁ ÅÎÔÉÔÛ 

patologica ( De Paepe e Wolf-Peeters, 2007).  

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 c-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, bensì è preposto al controllo della morte cellulare programmata o apoptosi (Harris et al, 

ςππρɊȢ .ÅÌÌȭÁÍÂÉÔÏ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÍÉ ÆÏÌÌÉÃÏÌÁÒÉȟ ÌÁ ÓÕÁ ÁÔÔÉÖÁÚÉÏÎÅ ÁÖÖÉÅÎÅ ÔÒÁÍÉÔÅ ÌÁ ÔÒÁÓÌÏÃÁÚÉÏÎÅ ÔɉρτȠρψɊ 

(q32;q21), che determina la giustapposizione del gene bcl-2, (cromosoma 18), al locus H (cromosoma 

ρτɊ ÃÕÉ ÃÏÎÓÅÇÕÅ ÌÁ ÄÅÒÅÇÏÌÁÚÉÏÎÅ ÔÒÁÓÃÒÉÚÉÏÎÁÌÅ ÏÍÏÔÏÐÉÃÁ ÄÉ ÔÁÌÅ ÇÅÎÅȡ ÌȭÉÐÅÒÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÉ ÂÃÌ-2 così 
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ÏÔÔÅÎÕÔÁ ÐÒÏÔÅÇÇÅ ÌÁ ÃÅÌÌÕÌÁ ÎÅÏÐÌÁÓÔÉÃÁ ÄÁÌÌȭÁÐÏÐÔÏÓÉȢ ,a traslocazione t(14;18) è stata segnalata in 

ÏÌÔÒÅ ÌȭψπϷ ÄÅÉ ÃÁÓÉ ÄÉ ÌÉÎÆÏÍÁ ÆÏÌÌÉÃÏÌÁÒÅ ÕÍÁÎÏ ɉ2ÅÚÕËÅ ÅÔ ÁÌȟ ρωωχȠ (ÁÒÒÉÓ ÅÔ ÁÌȟςππρɊȢ 

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). 

,Å ÔÒÁÓÌÏÃÁÚÉÏÎÉ ÃÈÅ ÃÏÉÎÖÏÌÇÏÎÏ ÌȭÏÎÃÏÇÅÎÅ Ã-MYC, sono presenti nel 100% dei linfomi di Burkitt 

AIDS-correlati (Harris et al, 2001). Il 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 più comune di tale trasposizione è 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). 

5ÎȭÕÌÔÅÒÉÏÒÅ ÅÓÅÍÐÉÏ ÄÉ ÍÁÒËÅÒ ÍÏÌÅÃÏÌÁÒÅ ÄÉ ÌÉÎÆÏÍÁ î ÌÁ ÔÒÁÓÌÏÃÁÚÉÏÎÅ ÔɉωȠρτɊɉÑρσȠÑσςɊȟ ÒÉÓÃÏÎÔÒÁÔÁ 

nel 50% dei linfomi linfoplasmacitici ed in particolar modo associata allo sviluppo della 

Macroglobulinemia di Waldenström. 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). 

4ÒÁ ÌÅ ÔÅÃÎÉÃÈÅ ÍÏÌÅÃÏÌÁÒÉ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÅ ÐÅÒ ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ 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). 
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2.2.5 Malattia Residua Minima (MRM) 

Benché i moderni protocolli terapeutici siano in grado di indurre la completa remissione dei sintomi in 

ÕÎȭÁÌÔÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÁÆÆÅÔÔÉ ÄÁ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ ÌÉÎÆÏÐÒÏÌÉÆÅÒÁÔÉÖÅȟ ÌÁ ÍÁÇÇÉÏÒ ÐÁÒÔÅ ÄÉ ÅÓÓÉȟ ÉÎÆÉÎÅȟ 

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). 

!ÌÌȭÁÍÍÉÓÓÉÏÎÅ ÃÌÉÎÉÃÁȟ ÕÎ ÐÁÚÉÅÎÔÅ ÁÆÆÅÔÔÏ ÄÁ ÕÎÁ ÎÅÏÐÌÁÓÉÁ ÌÉÎÆÏÐÒÏÌÉÆÅÒÁÔÉÖÁ ÐÕĔ ÐÒÅÓÅÎÔÁÒe circa 

1012 ÃÅÌÌÕÌÅ ÔÕÍÏÒÁÌÉȟ ÃÈÅ ÖÅÎÇÏÎÏ ÆÁÃÉÌÍÅÎÔÅ ÒÉÌÅÖÁÔÅ ÁÌÌȭÅÓÁÍÅ ÍÉÃÒÏÓÃÏÐÉÃÏȢ $ÏÐÏ ÌÁ ÆÁÓÅ ÄÉ 

induzione chemioterapica, il paziente può raggiungere la remissione clinica completa, anche se in 

realtà una popolazione neoplastica di 108-109 cellule tumorali può permanere. Le tradizionali tecniche 

morfologiche non sono in grado di differenziare una popolazione costituita da 109 cellule neoplastiche, 

da una popolazione non neoplastica (Rezuke et al, 1997); questo significa che la remissione clinica 

risulta compatibile con la persistenza di una quantità considerevole di cellule neoplastiche residue 

(Bruggeman et al, 2004). 

1ÕÅÓÔÁ ȰÒÉÓÅÒÖÁȱ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ ÎÅÏÐÌÁÓÔÉÃÈÅȟ ÅÖÉÄÅÎÚÉÁÂÉÌÉ ÓÏÌÔÁÎÔÏ ÁÔÔÒÁÖÅÒÓÏ ÍÅÔÏÄÉÃÈÅ ÍÏÌÅÃÏÌÁÒÉ î 

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 sensibilità 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 possibilità di intervenire sul piano 

terapeutico al fine di ottenere la scomparsa del clone neoplastico residuo raggiungendo la remissione 

ÍÏÌÅÃÏÌÁÒÅ ÃÏÍÐÌÅÔÁ Å ÁÌ ÃÏÎÔÅÍÐÏ ÒÉÄÕÒÒÅ ÌȭÉÎÔÅÎÓÉÔÛ ÔÅÒÁÐÅÕÔÉÃÁ ÎÅÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉ ÃÏÎ -2- ÎÏÎ ÒÉÌÅÖÁÂÉÌÅȢ 

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 (Bruggeman et al; 2004). Tali 
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considerazioni hanno determinato un acceso dibattito tra i ricercatori, soprattutto legato alla necessità 

di standardizzare i teÍÐÉ ÅÄ É ÍÏÄÉ ÄÉ ÒÉÌÅÖÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÁ -2- Å ÓÔÁÂÉÌÉÒÎÅ ÁÌ ÃÏÎÔÅÍÐÏ ÌȭÕÔÉÌÉÔÛ 

prognostica. Questi studi hanno permesso di dimostrare come la valutazione quantitativa e la cinetica 

della MRM siano in realtà molto più 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, 2000).  

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 sensibilità maggiore rispetto a quella 

ÒÉÃÈÉÅÓÔÁ ÐÅÒ ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÃÌÏÎÁÌÉÔÛȠ ÌÁ ÍÅÔÏÄÉÃÁ ÉÄÅÁÌÅ ÄÅÖÅ ÅÓÓÅÒÅ ÒÁÐÉÄÁȟ ÐÏÃÏ ÃÏÓÔÏÓÁȟ 

standardizzabile e specifica. (Braziel et al, 2003). 

Poche tecniche presentano caratteristiche di sensibilità tali da poter essere utilizzate per rilevare la 

-2- ÎÅÌÌÅ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ ÌÉÎÆÏÐÒÏÌÉÆÅÒÁÔÉÖÅ ɉ"ÒÁÚÉÅÌ ÅÔ ÁÌȟ ςππσɊȠ ÕÎÁ ÄÉ ÑÕÅÓÔÅ î ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÍÅÄÉÁÎÔÅ 0#2ȟ ÃÈÅ 

permette di identificare una cellula neoplastica tra 102-103cellule normali (Vernau e Moore, 1999). 

 

2.3 LA PCR NELLA DIAGNOSI E NEL MONITORAGGIO DELLE NEOPLASIE 

LINFOPROLIFERATIVE 

 

2.3.1 Introduzione 

Quando gli studi di valutazione della clonalità vennero condotti per la prima volta sui pazienti umani, 

ÆÕ ÉÍÐÉÅÇÁÔÁ ÃÏÎ ÓÕÃÃÅÓÓÏ ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÉÂÒÉÄÁÚÉÏÎÅ 3ÏÕÔÈÅÒÎ "ÌÏÔ ɉ3"Ɋȟ ÕÎÁ Íetodica sensibile e 

specifica, ma afflitta da numerose limitazioni (tra cui lunghezza e complessità di esecuzione), che ne 

ÈÁÎÎÏ ÌÉÍÉÔÁÔÏ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÃÏÍÅ ÔÅÃÎÉÃÁ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃÁ ÐÒÁÔÉÃÁ ɉ2ÅÚÕËÅ ÅÔ ÁÌȟ ρωωχȠ 6ÅÒÎÁÕȟ ςππτɊȢ 

Nonostante la tecnica SB risulti adeguÁÔÁ ÉÎ ÆÁÓÅ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃÁ ÎÅÌÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÃÌÏÎÁÌÉÔÛ Å ÄÅÌÌÁ 

linea di origine, manca di una sensibilità accettabile per il riconoscimento della malattia residua 

minima o delle recidive incipienti. Inoltre la necessità di utilizzare una quantità di DNA adeguata per 
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ÑÕÁÎÔÉÔÛ Å ÐÕÒÅÚÚÁȟ ÒÅÎÄÏÎÏ ÑÕÅÓÔÁ ÔÅÃÎÉÃÁ ÐÏÃÏ ÁÄÁÔÔÁ ÁÌÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÃÌÉÎÉÃÏ ÐÒÁÔÉÃÏ ɉ2ÅÚÕËÅ ÅÔ ÁÌȟ ρωωχȠ 

Vernau, 2004).  

) ÐÒÏÂÌÅÍÉ ÌÅÇÁÔÉ ÁÌÌȭÉÍÐÉÅÇÏ ÄÅÌÌȭÉÂÒÉÄÁÚÉÏÎÅ 3" ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÓÕÐÅÒÁÔÉ ÉÎ ÍÅÄÉÃÉÎÁ ÕÍÁÎÁ ÇÒÁÚÉÅ 

ÁÌÌȭÁÖÖÅÎÔÏ ÄÅÌÌÁ ÒÅÁÚÉone a catena della polimerasi (PCR) ed al buon esito del suo successivo 

adattamento per la valutazione della clonalità nelle proliferazioni linfoidi (Rezuke et al, 1997; 

Medeiros e Carr, 1999).  

I test basati sulla PCR sono rapidi, applicabili su piccole quantità di DNA (come biopsie ottenute 

mediante punch ed aspirati con ago sottile) o su DNA di bassa qualità o solo parzialmente intatto 

(come quello estratto da tessuti fissati in formalina od inclusi in paraffina) (Rezuke et al, 1997; Vernau 

e Moore, 1999). 

È un test che presenta una quantità minima rilevabile pari allo 0,1% di popolazione clonale linfoide, 

cioè in grado di identificare una cellula monoclonale in 103 ÃÅÌÌÕÌÅ ÐÏÌÉÃÌÏÎÁÌÉȠ ÉÎÏÌÔÒÅȟ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ 

target molecolari B o T determina la possibilità di identificare la linea di origine della neoplasia, 

quando questa non può essere determinata con metodiche immunopatologiche (Vernau e Moore, 

1999).  

La sensibilità, la semplicità di esecuzione e la possibilità di applicazione su piccole quantità di DNA 

hanno reso la PCR la metodica molecolare cardine nella diagnosi e nella prognosi delle neoplasie 

linfoproliferative (Rezuke et al 1997).  

La necessità 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 

sensibilità. Una delle applicazioni più importanti che offre la PCR è 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 possibilità 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 sensibilità 

notevole (riconoscimento di una cellula monoclonale su 105 cellule policlonali) (Jilani et al, 2006).  

,ȭÁÐÐÌÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ 0#2 ÐÒÅÃÅÄÅÎÔÅÍÅÎÔÅ ÄÅÓÃÒÉÔÔÁȟ ÐÒÅÓÅÎÔÁ ÔÕÔÔÁÖÉÁ Äei limiti legati alla complessità 

di esecuzione e ai costi del sequenziamento e della successiva creazione di sonde paziente-specifiche 
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marcate. Inoltre la difficoltà 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 complessità di esecuzione, 

ÍÉÇÌÉÏÒÁÎÄÏ ÁÌ ÃÏÎÔÅÍÐÏ ÌÁ ÓÅÎÓÉÂÉÌÉÔÛ ÎÅÌÌȭÉÎÄÉÖÉÄÕÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ -2-Ȣ 4ÁÌÅ ÔÅÃÎÉÃÁ ÃÏÍÂÉÎÁ ÌÁ 0#2 ÁÌÌÁ 

Ligase Chain Reaction (LCR): i prodotti ottenuti con PCR attraverso primer consenso in fase 

diagnostica, vengono digeriti con enzimi di restrizione ed i frammenti così ottenuti, vengono utilizzati 

nel follow-up molecolare. La PCR eseguita nel monitoraggio della MRM, può contenere una quantità di 

prodotto inadeguata per renderne possibile la visualizzazione su gel di agarosio e, talvolta anche su 

sequenziatore automatico. Tuttavia, se il prodotto si è formato e perciò se persiste un clone 

neoplastico, è 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 è perfettamente identico. In questo modo, è possibile 

visualizzare un prodotto PCR altrimenti non identificabile: tale combinazione PCR/LCR, ha permesso 

di aumentare la sensibilità della metodica fino al riconoscimento di 1 cellula clonale su 500000 (5 x 

105) (Jilani et al, 2006). 

5ÎȭÕÌÔÅÒÉÏÒÅ ÅÖÏÌÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÔÅÃÎÉÃÁ 0#2ȟ ÒÉÇÕÁÒÄÁ ÌÁ ÖÁÌÉÄÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÍÅÔÏÄÉÃÁ 2ÅÁÌ-Time PCR (RT-

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 

quantità 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). 

 

2.3.2 Amplificazione dei riarrangiamenti genetici dei recettori antigene-specifici tramite PCR 

Precedentemente è 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 
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riarrangiamenti recettoriali (Vernau, 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 può 

essere utilizzato come marker molecolare specifico di clonalità (Rezuke et al, 1997; Medeiros e Carr, 

1999). 

A questo scopo, la 0#2 ÖÉÅÎÅ ÁÐÐÌÉÃÁÔÁ ÎÅÌÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉ ÃÌÏÎÁÌÉ ÉÎ ÑÕÅÉ 

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 i tipi di recettore.  

,ȭÅÔÅÒÏÇÅÎÅÉÔÛ ÄÅÌÌȭÁÇÇÉÕÎÔÁ ɉÅ ÄÅÌÌÁ ÄÅÌÅÚÉÏÎÅɊ ÄÅÉ ÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉ . ÎÅÉ ÐÕÎÔÉ ÄÉ ÇÉÕÎÚÉÏÎÅ ÔÒÁ É ÓÅÇÍÅÎÔÉ 

genici V, D e J, determina un fingerprint  esclusivo per ogni dato riarrangiamento che offre un bersaglio 

ÓÅÎÓÉÂÉÌÅ Å ÓÐÅÃÉÆÉÃÏ ÐÅÒ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÍÅÄÉÁÎÔÅ 0#2 ɉ2ÅÚÕke et al, 1997; Vernau e Moore, 1999; 

Cazzaniga e Biondi, 2005). 

Il riarrangiamento clonale dei segmenti VDJ della catena pesante delle Ig è tipico delle neoplasie 

linfoidi a cellule B e può 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 2.3.2.I ÍÏÓÔÒÁ ÃÏÍÅ ÓÉ ÒÅÁÌÉÚÚÁȟ ÍÅÄÉÁÎÔÅ 0#2 ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁ ÄÅÉ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÉ 

immunoglobulinici.  

Primer V

Primer V

Primer J

Primer J

Linea Germinale

Riarrangiamento VDJ

Nessun prodotto PCR

Prodotto PCR

Prodotto PCR monoclonale su gel 

di Agarosio (C)

Primer V

Primer V

Primer J

Primer J

Linea Germinale

Riarrangiamento VDJ

Nessun prodotto PCR

Prodotto PCR

Prodotto PCR monoclonale su gel 

di Agarosio (C)  

Figura 2.3.2.I: IllustrazionÅ ÓÃÈÅÍÁÔÉÃÁ ÄÅÌ ÆÕÎÚÉÏÎÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌÌÁ 0#2 ÎÅÌÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÏ 

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

 Primer V 

Primer V 
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Per amplificare con successo un segmento di DNA, i primer utilizzati devono riconoscere sequenze 

geniche poste alÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÉ ÕÎÁ ÃÏÒÔÁ ÓÅÑÕÅÎÚÁ ÄÉ $.!Ȣ .ÅÌÌÏ ÓÃÈÅÍÁ ÇÅÎÉÃÏ ÄÅÌÌÁ ÌÉÎÅÁ ÇÅÒÍÉÎÁÌÅȟ ÌÅ 

ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÔÁÒÇÅÔ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÉ ÓÅÇÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉ 6 Å * ÓÏÎÏ ÁÍÐÉÁÍÅÎÔÅ ÓÅÐÁÒÁÔÅ ÐÅÒ 

ÌȭÁÓÓÅÎÚÁ ÄÅÉ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉȟ ÐÅÒÃÉĔ ÎÏÎ î ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÏÔÔÅÎÅÒÅ ÁÌÃÕÎ prodotto amplificato (Figura 

2.3.2.I, linea A); soltanto in caso di riarrangiamento VDJ, la vicinanza dei segmenti genici permette 

ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎ ÐÒÏÄÏÔÔÏȢ 

In una popolazione policlonale, ciascuna cellula presenta una diversa specificità antigenica ed un 

distinto riarrangiamento genico, pertanto, il prodotto amplificato, visualizzato mediante elettroforesi, 

è rappresentato da bande (frammenti) di diversa lunghezza risultanti in uno smear pattern (Figura 

2.3.2.I, linea B). 

In una popolazione monoclonale al contrario, tutte le cellule presentano identici riarrangiamenti, per 

cui il prodotto amplificato è rappresentato da una singola banda discreta (Figura 2.3.2.I, linea C) 

(Rezuke et al, 1997). 

Come già detto in precedenza, nei linfociti B, la regione variabile della catena pesante (VH) è costituita 

da 3 regioni framework (FR), in cui sono presenti sequenze nucleotidiche conservate e da 3 regioni 

#$2ȟ ÉÎ ÃÕÉ ÓÏÎÏ ÐÒÅÓÅÎÔÉ ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÉÐÅÒÖÁÒÉÁÂÉÌÉ ÄÉ $.! ÃÈÅ ÃÏÄÉÆÉÃÁÎÏ ÐÅÒ ÌÁ ÒÅÇÉÏÎÅ ÌÅÇÁÎÔÅ ÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ 

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 2.3.2.II). 

 

Figura 2.3.2.II: Organizzazione genetica della regione variabile delle Immunoglobuline. Da Rezuke et al, 1997. 

 

) ÍÅÔÏÄÉ ÃÏÍÕÎÅÍÅÎÔÅ ÉÍÐÉÅÇÁÔÉ ÉÎ -ÅÄÉÃÉÎÁ 5ÍÁÎÁ ÒÉÇÕÁÒÄÁÎÏ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÒÅÇÉÏÎÅ #$2))) 

della catena pesante delle Ig, utilizzando come sonde degli oligonucleotidi che presentano omologia 
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con le sequenze conservate della regione FRIII dei segmenti genici VH e con quelle dei segmenti genici 

JH (Ramasamy et al, 1992). 

La costruzione di primer, disegnati in accordo alla sequenza della CDRIII  del clone neoplastico 

ÄȭÅÓÏÒÄÉÏȟ ÒÅÎÄÅ ÐÉĬ ÓÅÎÓÉÂÉÌÅ ÌÁ ÒÉÌÅÖÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ ÎÅÏÐÌÁÓÔÉÃÈÅ Å ÐÕĔ ÅÓÓÅÒÅ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÏ ÐÅÒ ÌÏ 

studio della MRM. 

Nella valutazione delle neoplasie B-ÃÅÌÌÕÌÁÒÉȟ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÑÕÅÓÔÉ ÐÒÉÍÅÒ ÐÅÒÍÅtte di identificare la 

clonalità nel 50-φπϷ ÄÅÉ ÃÁÓÉȠ ÉÎ ÕÎÁ ÂÕÏÎÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ ÐÁÚÉÅÎÔÉȟ ÉÎ ÅÆÆÅÔÔÉȟ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ 6$* 

può 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 è possibile legare tutti 

i possibili segmenti VH (Rezuke et al, 1997). 

Per aumentare la sensibilità di tale tecnica, è possibile amplificare un segmento di DNA più grande, 

utilizzando dei primer complementari alla regione FRI, posta più esternamente rispetto alla FRIII 

(Figura 2.3.2.IIɊȠ ÑÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÁ ÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎÁ ÓÅÑÕÅÎÚÁ ÓÕÆÆÉÃÉÅÎÔÅÍÅÎÔÅ ÃÏÎÓÅÒÖÁÔÁ ÄÁ ÒÅÎÄÅÒÅ ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ 

ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÕÎ ÓÏÌÏ ÐÒÉÍÅÒȟ ÄÉÖÅÒÓÁÍÅÎÔÅ ÄÁÌÌÁ ÒÅÇÉÏÎÅ &2) ÃÈÅ ÒÉÃÈÉÅÄÅȟ ÐÅÒ ÌÁ ÓÕÁ eterogeneità, 

ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÓÅÔÔÅ ÄÉÆÆÅÒÅÎÔÉ ÐÒÉÍÅÒȟ ÃÈÅ ÃÏÒÒÉÓÐÏÎÄÏÎÏ ÁÌÌÅ χ ÆÁÍÉÇÌÉÅ ÄÉ ÇÅÎÉ 6(ȟ ÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÔÅ ÉÎ 

medicina umana (Ramasamy et al, 1992). 

Nonostante la maggior complessità di esecuzione, utilizzando la regione FRI, è 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). 

0ÅÒ ÑÕÁÎÔÏ ÒÉÇÕÁÒÄÁ ÌÅ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ Á ÃÅÌÌÕÌÅ 4ȟ ÐÏÉÃÈï É ÇÅÎÉ ÄÅÌ 4#2ɻ ÓÏÎÏ ÍÏÌÔÏ ÃÏÍÐÌÅÓÓÉ Å É ÇÅÎÉ ÄÅÌ 

4#2ɿ ÓÏÎÏ ÓÐÅÓÓÏ ÄÅÌÅÔÉ ÎÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ 4 ÍÁÔÕÒÅȟ ÉÌ 4#2ɾ Å ÉÌ 4#2 ɼ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÎÏ É ÐÉĬ ÅÆÆÉÃÉÅÎÔÉ ÔÁÒÇÅÔ 

ÐÅÒ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÍÅÄÉÁÎÔÅ 0#2 ɉ2ÅÚÕËÅ ÅÔ ÁÌȟ 1997). 

In medicina umana, lo studio sulla clonalità delle neoplasie linfoproliferative a cellule T, viene eseguita 

ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÌ ÌÏÃÕÓ ɾ ɉ4#2 ɾɊ ÃÈÅ ÆÏÒÎÉÓÃÅ ÕÎ ÒÅÎÄÉÍÅÎÔÏ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃÏ ÍÉÇÌÉÏÒÅ ÄÉ ÑÕÅÌÌÁ ÄÅÌ 

ÌÏÃÕÓ ɼ ɉ4#2 ɼɊȠ ÑÕÅÓÔÏ ÖÁÎÔÁÇÇÉÏ î ÄÁÔÏ ÄÁÌ ÆÁÔÔÏ ÃÈÅ ÉÌ ÌÏÃÕÓ ɾ ÖÉÅÎÅ ÓÏÔÔÏÐÏÓÔÏ Á ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÉ 

ÇÅÎÉÃÉ ÃÏÎ ÍÁÇÇÉÏÒÅ ÆÒÅÑÕÅÎÚÁ ÎÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ 4ȟ ÉÎÄÉÐÅÎÄÅÎÔÅÍÅÎÔÅ ÄÁÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÄÅÌ 4#2 ÄÉ 

superficie. Inoltre, il numero limitato dei segmenti genici V e la mancanza dei segmenti genici D, 
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reÎÄÏÎÏ ÉÌ ÌÏÃÕÓ ɾȟ ÐÉĬ ÓÅÍÐÌÉÃÅ ÄÁ ÓÔÕÄÉÁÒÅ ÐÅÒ ÓÅÌÅÚÉÏÎÁÒÅ É ÐÒÉÍÅÒ ÅÄ ÏÔÔÉÍÉÚÚÁÒÅ ÌÁ 0#2 ɉ4ÈÅÏÄÏÒÏÕ 

et al, 1996; Rezuke et al, 1997). 

) ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÉ ÄÅÌ ÌÏÃÕÓ ɾ ÒÉÓÕÌÔÁÎÏ ÐÉĬ ÓÅÍÐÌÉÃÉ ÄÁ ÒÉÌÅÖÁÒÅ ÒÉÓÐÅÔÔÏ Á ÑÕÅÌÌÉ ÄÅÌ 4#2ɼ Å 

rappresenterebbero pertanto una misura più sensibile di clonalità rispetto ai riarrangiamenti del 

4#2ɼ ɉ"ÕÒÎÅÔÔ ÅÔ ÁÌȟ ςππσɊȢ  

 

2.3.3 Limiti della PCR nella valutazione della clonalità e della MRM 

Nonostante i numerosi vantaggi della PCR nella valutazione della clonalità B e T-cellulare, tale tecnica 

ÒÉÓÕÌÔÁ ÁÓÓÏÃÉÁÔÁ ÁÄ ÕÎȭÁÌÔÁ ÐÅÒÃÅÎÔÕÁÌÅ ÄÉ ÒÉÓÕÌÔÁÔÉ ÆÁÌÓÉ-negativi. 

Come già accennato, il mancato annealing dei primer diretti contro le regioni FRIII e FRI in una 

significativa percentuale di neoplasie linfoproliferative a cellule B, può essere dovuto a mutazioni 

ÓÏÍÁÔÉÃÈÅ ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÅ ÒÅÇÉÏÎÉ &2) Å &2))) ÃÈÅ ÉÍÐÅÄÉÓÃÏÎÏ ÉÌ ÃÏÒÒÅÔÔÏ annealing dei primer. 

,ȭÉÐÅÒÍÕÔÁÚÉÏÎÅ ÓÏÍÁÔÉÃÁ ÃÏÉÎÖÏÌÇÅ É ÓÅÇÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉ 6 Å * ÅÄ î ÕÎ ÐÒÏÃÅÓÓÏ ÃÈÅ ÓÉ ÒÅÁÌÉÚÚÁ ÎÅÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ 

B mature dopo la loro ÅÓÐÏÓÉÚÉÏÎÅ ÁÌÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅȢ 

0ÅÒÔÁÎÔÏȟ ÎÅÉ ÌÉÎÆÏÍÉ ÃÈÅ ÄÅÒÉÖÁÎÏ ÄÁÌÌÅ ÃÅÌÌÕÌÅ " ÃÈÅ ÎÏÎ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÁÎÃÏÒÁ ÅÓÐÏÓÔÅ ÁÌÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ ɉÃÏÍÅ 

quelle dello strato mantellare), il processo di ipermutazione somatica non è significativo ed i falsi 

negativi non costituiscono un problema. 

6ÉÃÅÖÅÒÓÁȟ ÎÅÉ ÌÉÎÆÏÍÉ ÃÈÅ ÄÅÒÉÖÁÎÏ ÄÁ ÃÅÌÌÕÌÅ ÃÈÅ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÅ ÅÓÐÏÓÔÅ ÁÌÌȭÁÎÔÉÇÅÎÅ ɉÃÏÍÅ ÁÄ ÅÓÅÍÐÉÏ 

quelli follicolari) il processo di ipermutazione somatica è sostanziale ed i falsi negativi possono 

risultare superiori di numero (Rezuke et al, 1997). 

,Å ÁÌÔÒÅ ÃÁÕÓÅ ÒÅÓÐÏÎÓÁÂÉÌÉ ÄÅÌÌÁ ÃÏÍÐÁÒÓÁ ÄÉ ÆÁÌÓÉ ÎÅÇÁÔÉÖÉ ÓÏÎÏ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁÔÅ ÄÁÌÌȭÉÎÁÂÉÌÉÔÛ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ 

6 ÄÉ ÒÉÃÏÎÏÓÃÅÒÅ ÌÅ ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÃÏÍÐÌÅÍÅÎÔÁÒÉ ÄÉ $.! ÎÅÉ ÓÅÇÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉ 6 Ï ÁÎÃÏÒÁ ÄÁÌÌȭ ÉÎÃÁÐÁÃÉÔÛ ÄÅÉ 

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 è molto frequente nella leucemia linfoblastica acuta infantile, dove arriva a rappresentare oltre 

il 20% dei casi (Cazzaniga e Biondi, 2005). Così come in fase diagnostica tali limitazioni possono essere 

rilevate anche nella valutazione della MRM, nella quale peraltro, la percentuale di falsi negativi può 

aumentare sensibilmente. In effetti, la stabilità dei marker in corso di neoplasia non è assoluta e i 
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prodotti tumorali presenti negli stadi iniziali della patologia possono essere assenti nei cloni cellulari 

responsabili della recidiva. Questa instabilità è generalmente dovuta al fatto che il marker identificato 

al momento della diagnosi, è presente solamente in un sub-clone di cellule neoplastiche, che può non 

essere il responsabile della progressione della patologia e della successiva ricaduta: questo fenomeno 

è noto con il nome di oligoclonalità (Cavè, 1999; Paietta, 2002). 

5Îȭ ÁÌÔÒÁ ÐÏÓÓÉÂÉÌÉÔÛ î ÃÈÅ ÉÌ ÍÁÒËÅÒ ÃÌÏÎÁÌÅ ÐÏÓÓÁ ÅÓÓÅÒÅ ÍÏÄÉÆÉÃÁÔÏ ÄÁ ÕÎ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÏ ÇÅÎÉÃÏ 

secondario. Questo fenomeno prende il nome di evoluzione clonale (Cavè, 1999). 

Sebbene il rilevamento della MRM pÏÓÓÁ ÅÓÓÅÒÅ ÏÓÔÁÃÏÌÁÔÁ ÄÁÌÌȭÉÎÓÔÁÂÉÌÉÔÛ ÄÅÉ ÍÁÒËÅÒ Å ÄÁÌÌÁ 

ÐÒÏÂÁÂÉÌÉÔÛ ÄÉ ÃÁÍÂÉÁÍÅÎÔÏ ÎÅÌ ÐÁÔÔÅÒÎ ÄÅÉ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÉ ÄÕÒÁÎÔÅ ÌȭÅÖÏÌÕÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÎÅÏÐÌÁÓÉÁȟ ÉÌ 

rischio di un risultato falso negativo è basso quando lo studio della MRM viene condotto durante gli 

stadi precoci del trattamento (Cavè, 1999). 

 

2.3.4 I riarrangiamenti genici clonali dei recettori antigene-specifici nelle neoplasie linfoproliferative 

canine 

#ÏÍȭî ÎÏÔÏ ÄÁ ÔÅÍÐÏȟ ÌÅ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ ÌÉÎÆÏÐÒÏÌÉÆÅÒÁÔÉÖÅ ÃÁÎÉÎÅ ÐÒÅÓÅÎÔÁÎÏȟ ÓÅÐÐÕÒ ÃÏÎ ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÅ specie-

ÓÐÅÃÉÆÉÃÈÅȟ ÕÎȭÁÌÔÁ ÓÉÍÉÌÉÔÕÄÉÎÅ ÃÏÎ ÌÁ ÃÏÎÔÒÏÐÁÒÔÅ ÕÍÁÎÁȟ ÔÁÎÔÏ ÃÈÅ ÉÌ ÃÁÎÅ î ÓÔÁÔÏ ÐÉĬ ÖÏÌÔÅ ÐÒÏÐÏÓÔÏ 

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 è 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 ÌÁ ÃÌÁÓÓÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÍÉ ÃÁÎÉÎÉȟ ÐÏÉÃÈî ÌȭÁÖÖÅÎÔÏ ÄÅÌÌÅ ÔÅÃÎÉÃÈÅ ÄÉ ÂÉÏÌÏÇÉÁ 

molecolare è troppo recente per coadiuvare il percorso diagnostico clinico o avanzare ipotesi 

ÐÁÔÏÇÅÎÅÔÉÃÈÅȢ .ÏÎÄÉÍÅÎÏȟ ÎÅÇÌÉ ÕÌÔÉÍÉ ψ ÁÎÎÉȟ ÌȭÉÎÔÅÒÅÓÓÅ ÎÅÌÌÁ ÖÁÌÉÄÁÚÉÏÎÅ ÄÉ marker molecolari di 

neoplasia ha prodotto diversi studi, soprattutto rivolti alla valutazione della clonalità in corso di 

neoplasie linfoproliferative canine (Vernau e Moore, 1999; Burnett et al, 2003; Avery e Avery, 2004; 
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Vernau, 2004; Tamura et al, 2006; Yagihara et al, 2007). Sono stati effettuati anche alcuni studi di 

ÃÉÔÏÇÅÎÅÔÉÃÁ Å ÒÅÃÅÎÔÅÍÅÎÔÅ î ÓÔÁÔÏ ÄÁÔÏ ÉÎÉÚÉÏ ÁÄ ÕÎ ÐÒÏÇÅÔÔÏ ÄÉ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭÅÓÐÒÅÓÓÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁ 

ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÍÉ ÓÕ ÄÉ ÕÎȭÁÍÐÉÁ ÃÁÓÉÓÔÉÃÁȟ ÓÅÂÂÅÎÅ ÌȭÁÐÐÌÉÃÁÚÉÏÎÅ ÃÌÉÎÉÃÁ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃÁ Å Ðrognostica delle 

traslocazioni cromosomiche appaia ancora lontana. (Thomas et al, 2003; Modiano, 2004). 

La presenza di differenze specie-ÓÐÅÃÉÆÉÃÈÅ ÔÒÁ ÌÁ ÇÅÎÅÔÉÃÁ ÄÅÌÌÅ ÉÍÍÕÎÏÇÌÏÂÕÌÉÎÅ ÎÅÌÌȭÕÏÍÏ Å ÎÅÌ ÃÁÎÅ 

implicano spesso approcci differenti o in ogni caso non del tutto sovrapponibili.  

5Î ÅÓÅÍÐÉÏ ÅÖÉÄÅÎÔÅ î ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÅÌÌÁ ÃÌÏÎÁÌÉÔÛ ÄÅÌÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÌÅÇÇÅÒÅ ÃÏÍÅ ÍÁÒËÅÒ ÄÉ ÎÅÏÐÌÁÓÉÁ 

linfoproliferativa che viene effettuato in Medicina Umana: la possibilità di utilizzare le catene leggere a 

scopo diagnostico è ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÐÏÉÃÈï ÆÉÓÉÏÌÏÇÉÃÁÍÅÎÔÅ ÌÅ ÃÁÔÅÎÅ ÄÉ ÉÓÏÔÉÐÏ Ë Å ʇ ÓÉ ÔÒÏÖÁÎÏ ÉÎ ÒÁÐÐÏÒÔÏ ÄÉ 

ÅÑÕÉÌÉÂÒÉÏȟ ÐÅÒ ÑÕÅÓÔÏ ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ " ÃÈÅ ÅÓÐÒÉÍÏÎÏ ÉÎ ÐÒÅÄÏÍÉÎÁÎÚÁ ÕÎ ÉÓÏÔÉÐÏ 

piuttosto che un altro è indicativa di una popolazione monoclonale (Rezuke et al, 1997). 

)Î -ÅÄÉÃÉÎÁ 6ÅÔÅÒÉÎÁÒÉÁȟ ÌÁ ÆÉÓÉÏÌÏÇÉÃÁ ÐÒÅÄÏÍÉÎÁÎÚÁ ÄÅÌÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ÌÅÇÇÅÒÁ ʇ ɉÉÎ ÒÁÐÐÏÒÔÏ ωπϷ Á ρπϷɊ 

rende difficile il suo utilizzo come marker di clonalità a meno che non venga dimostrata, tramite 

metodiche immunopatologiche, la completa ÐÏÓÉÔÉÖÉÔÛ ÁÎÔÉÃÏÒÐÁÌÅ ÖÅÒÓÏ ÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ÌÅÇÇÅÒÁ ʇ ÁÓÓÏÃÉÁÔÁ 

alla negatività anticorpale verso la catena leggera k (Arun et al, 1996; Avery e Avery, 2004; Vernau, 

2004).  

 

2.3.5 Identificazione dei primer consenso per la ricerca della clonalità nelle neoplasie linfoidi B canine 

.ÅÌÌÁ ÄÉÁÇÎÏÓÔÉÃÁ ÍÏÌÅÃÏÌÁÒÅ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÍÉ ÃÁÎÉÎÉ ÐÅÒ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÒÅÇÉÏÎÅ ÖÁÒÉÁÂÉÌÅ ÄÅÌÌÅ 

Immunoglobuline (VH) si utilizzano primer consenso, ossia sequenze costruite su nucleotidi altamente 

conservati nella 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 

ɉÃ$.!Ɋȟ ÏÔÔÅÎÕÔÅ ÔÒÁÍÉÔÅ ÒÅÔÒÏÔÒÁÓÃÒÉÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌȭ 2.!Í ÅÓÔÒÁÔÔÏ ÄÁ ÕÎÁ ÍÉÌÚÁ ÄÉ ÃÁÎÅ ÓÁÎÏȢ )Ì cDNA fu 

clonato, sequenziato e successivamente allineato, evidenziando la presenza di 5 sequenze con 

differenze significative (5 cloni). Nonostante le diversità riscontrate, tutti e 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 altresì due 

sequenze altamente conservate a livello della regione J putativa, amplificabili tramite 2 diversi primer 
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JH (primer reverse). Secondo gli autori il primer forward e i due primer reverse, non potevano essere 

ÃÏÍÂÉÎÁÔÉ ÉÎ ÕÎȭÕÎÉÃÁ ÒÅÁÚÉÏÎÅȟ ÐÅÒÔÁÎÔÏ ÌÅ ÒÅÁÚÉÏÎÉ ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÒÅÇÉÏÎÅ ÖÁÒÉÁÂÉÌÅ ÄÅÌÌÅ )Çȟ 

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 così ottenuto, è stato contestualmente utilizzato su campioni diagnostici, 

ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÎÄÏ ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎÁ ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ ÃÌÏÎÁÌÅ ÎÅÌ ωρϷ ÄÅÌÌÅ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ ÌÉÎÆÏÉÄÉ ÔÅÓÔÁÔÅ 

(Burnett et al, 2003). 

3ÕÃÃÅÓÓÉÖÁÍÅÎÔÅ ÁÌÌȭÁÖÖÅÎÔÏ ÄÅÌ ÃÏÍÐÌÅÔÏ ÓÅÑÕÅÎÚÉÁÍÅÎÔÏ ÄÅÌ ÇÅÎÏÍÁ ÃÁÎÉÎÏȟ ÕÎ ÕÌÔÅÒÉÏÒÅ ÓÔÕÄÉÏ 

ÂÁÓÁÔÏ ÓÕÌÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÉÎÆÏÒÍÁÔÉÃÁ ÄÅÌÌÅ Óequenze depositate sui database, scaturiti dal completamento 

degli studi genetici sul cane, ha ridefinito i primer da utilizzare nella ricerca della clonalità 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 cromosoma 8, 

contenente 61 diversi segmenti genici V ed un solo segmento genico J. Allineando i 61 segmenti genici 

V, è stato possibile identificare, in corrispondenza della FRIII, una sequenza altamente conservata di 

ςπ ÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉȠ ÓÕ ÑÕÅÓÔÁ Å ÓÕÌÌȭÕÎÉÃÏ ÓÅÇÍÅÎÔÏ * ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÄÉÓÅÇÎÁÔÉ É ÐÒÉÍÅÒ ÉÎ ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÒe, 

mediante PCR, la regione ipervariabile CDRIII, consentendo la valutazione della clonalità nei linfomi 

canini, con un'unica coppia di primer (Tamura et al, 2006). 

 

2.3.6 )ÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ ÐÅÒ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÇÅÎÉÃÁ ÄÅÌ 4#2  

Lo stesso criterio uÔÉÌÉÚÚÁÔÏ ÐÅÒ ÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÃÌÏÎÁÌÉÔÛ "ȟ î ÓÔÁÔÏ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÏ ÄÁ "ÕÒÎÅÔÔ Å 

collaboratori (2003) per il TCR. La decisione di indirizzare le ricerche sul locus , è stata dettata dalle 

stesse considerazioni effettuate in Medicina Umana, già descritte nel precedentemente. Il metodo 

ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÏ ÐÅÒ ÌȭÁÃÑÕÉÓÉÚÉÏÎÅ ÄÅÌ Ã$.! ÄÁÌ ÔÉÍÏ ÄÉ ÕÎ ÃÁÎÅ ÓÁÎÏ Å ÌÁ ÓÕÃÃÅÓÓÉÖÁ ÃÒÅÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ î 

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. Così come per le 

Immunoglobuline anche il locus TCR, è stato amplificato attraverso un primer forward comune V e due 

primer reverseȟ *ɾȢ ! ÄÉÆÆÅÒÅÎÚÁ ÄÅÌ ÓÅÔ ÄÉ ÐÒÉÍÅÒ ÐÅÒ ÌÅ )Çȟ É ÔÒÅ ÐÒÉÍÅÒ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÉ ÎÅÌÌÁ ÓÔÅÓÓÁ 
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ÒÅÁÚÉÏÎÅȢ !ÎÃÈÅ ÉÎ ÑÕÅÓÔÏ ÃÁÓÏ ÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ ÑÕÅÓÔÅ ÓÏÎÄÅ î ÓÔÁÔÁ ÉÎ ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÒÅ ÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ 

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, 

arrivaÎÄÏ ÁÄ ÁÖÁÎÚÁÒÅ ÕÎȭÉÐÏÔÅÓÉ ÓÕÌÌȭÏÒÇÁÎÉÚÚÁÚÉÏÎÅ ÇÅÎÅÔÉÃÁ ÄÅÌÌȭÉÎÔÅÒÏ ÌÏÃÕÓ ɾ ɉ9ÁÇÉÈÁÒÁ ÅÔ ÁÌȟ ςππχɊȢ 

In questo studio sono stati identificati 22 cloni codificanti il TCR canino attraverso i quali, tramite 

analisi computerizzata del database genetico del cane, è stato possibile identificare almeno 4 repertori 

di regioni V, ÁÐÐÁÒÔÅÎÅÎÔÉ Á ÄÕÅ ÄÉÓÔÉÎÔÉ ÓÏÔÔÏÇÒÕÐÐÉȟ Å φ ÒÅÇÉÏÎÉ * ÁÎÃÈȭÅÓÓÅ ÓÕÄÄÉÖÉÓÉÂÉÌÉ ÉÎ ς 

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 totalità dei campioni 

neoplastici testati (11 linfomi e leucemie T), distinguendoli da campioni iperplastici e sani (Yagihara et 

al, 2007).  

 

2.3.7 Sensibilità della PCR nella valutazione della clonalità dei riarrangiamenti genici dei recettori 

antigene-specifici nelle neoplasie linfoproliferative canine 

,ȭÁÐÐÌÉÃÁÚÉÏÎÅ ÐÒÁÔÉÃÁ ÁÄ ÕÎ ÁÍÐÉÏ ÓÔÕÄÉÏ ÃÁÓÉÓÔÉÃÏ ÄÅÌÌÅ ÔÅÃÎÉÃÈÅ 0#2 ÖÁÌÉÄÁÔÅ ÉÎ -ÅÄÉÃÉÎÁ 6ÅÔÅÒÉÎaria 

ha permesso di valutarne pregi e limiti. Come accennato precedentemente, nello studio eseguito da 

Burnett e collaboratori (2003), la sensibilità della PCR nella valutazione della clonalità delle neoplasie 

linfoidi B e T canine è stata approssimativamente del 90% (77 campioni positivi a PCR su 101 soggetti 

inclusi nello studio per diagnosi citomorfologica di neoplasia linfoproliferativa). Tale sensibilità si è 

ÄÉÍÏÓÔÒÁÔÁ ÍÏÌÔÏ ÐÉĬ ÁÌÔÁ ÄÉ ÑÕÅÌÌÁ ÏÔÔÅÎÕÔÁ ÉÎ ÁÎÁÌÏÇÈÉ ÓÔÕÄÉ ÓÕÌÌȭÕÏÍÏ ɉ6ÅÒÎÁÕȟ ςππτɊȢ  

Gli stessi autori hanno tuttavia evidenziato come la tecnica PCR da loro validata presenti una diversa 

sensibilità quando utilizzata su campioni provenienti da tessuti linfoidi od ottenuti da tessuti non 

linfoidi. Nel tessuto linfoide, la PCR è molto sensibile e presenta una quantità minima rilevabile di 1 

cellula neoplastica su 1000 (Burnett et al.; 2003); al contrario nel tessuto non linfoide, la sensibilità è 

risultadecisamente inferiore (1 linfocita neoplastico in una popolazione di 100 linfociti non 

neoplastici) (Lana et al, 2006). Una possibile spiegazione riguarderebbe la competizione, durante 
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ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅȟ ÔÒÁ ÌÅ ÓÅÑÕÅÎÚÅ ÇÅÎÉÃÈÅ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÔÅ ÄÅÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ ÎÏÒÍÁÌÉ Å ÉÌ $.! ÎÅÏÐÌÁÓÔÉÃÏ 

(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.  

!ÎÃÈÅ ÎÅÌÌȭÁÐÐÌÉÃÁÚÉÏÎÅ ÓÕ ÓÁÎÇÕÅ ÐÅÒÉÆÅÒÉÃÏȟ ÌÁ 0#2 ÐÅÒ ÌÁ ÒÉÃÅÒÃÁ ÄÅÌÌÁ ÃÌÏÎÁÌÉÔÛ ÌÉÎÆÏÉÄÅ ÓÉ î 

ÄÉÍÏÓÔÒÁÔÁ ÐÉĬ ÓÅÎÓÉÂÉÌÅ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÁÌÌÁ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÃÉÔÏÍÏÒÆÏÌÏÇÉÃÁ ÎÅÌÌȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎÁ 

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 positività 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 positività non ha costituito un fattore prognostico 

negativo nel follow-up clinico dei pazienti (Lana et al, 2006). 

Nonostante i numerosi vantaggi della PCR nella valutazione della clonalità B e T cellulare, anche negli 

studi sul cane, la tecnica ha dimostrato di essere associata a risultati falsi negativi e falsi positivi. 

Di conseguenza, la valutazione della clonalità deve essere sempre interpretata insieme ai riscontri 

clinici, morfologici ed immunofenotipici e nel rispetto dei limiti di sensibilità e di specificità 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) può essere dovuto a varie cause.  

%ȭ ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÃÈÅ É ÐÒÉÍÅÒ ÃÏÍÕÎÅÍÅÎÔÅ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÉ ÎÅÌ ÃÁÎÅ Å ÎÅÌÌȭÕÏÍÏ ÎÏÎ ÓÉÁÎÏ ÉÎ ÇÒÁÄÏ ÄÉ 

riconoscere tutte le possibili ricombinazioni VDJ: pertanto, una neoplasia linfoide che presenti 

ricombinazioni VDJ tali per cui i primer utilizzati non sono in grado di riconoscere alcuna sequenza 

ÎÕÃÌÅÏÔÉÄÉÃÁ ÁÄ ÅÓÓÉ ÃÏÍÐÌÅÍÅÎÔÁÒÅȟ ÐÏÔÒÅÂÂÅ ÐÒÏÄÕÒÒÅ ÕÎ ÒÉÓÕÌÔÁÔÏ ÆÁÌÓÏ ÎÅÇÁÔÉÖÏ ÁÌÌȭÉÎÄÁÇÉÎÅ 0#2Ȣ 

Il sequenziamento del genoma canino ha permesso di stabilire con quale grado i primer comunemente 

utilizzat i riescano a riconoscere le ricombinazioni VDJ (Avery e Avery 2004); tale riscontro, ha 
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consentito di perfezionare la tecnica PCR, tramite la costruzione di nuovi primer in grado di assicurare 

ÕÎÁ ȰÃÏÐÅÒÔÕÒÁȱ ÐÉĬ ÃÏÍÐÌÅÔÁ ÄÉ ÔÕÔÔÉ É ÐÏÓÓÉÂÉÌÉ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎti (Vernau, 2004).  

%ȭ ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÉÎÏÌÔÒÅȟ ÃÈÅ ÉÌ ȰÆÁÌÌÉÍÅÎÔÏȱ ÄÅÉ ÐÒÉÍÅÒ ÄÉÒÅÔÔÉ ÃÏÎÔÒÏ ÌÁ ÒÅÇÉÏÎÅ &2))) ÉÎ ÕÎÁ ÓÉÇÎÉÆÉÃÁÔÉÖÁ 

percentuale di neoplasie linfoproliferative a cellule B, possa essere dovuto a mutazioni somatiche 

ÁÌÌȭÉÎÔÅÒÎÏ ÄÅÌÌÁ ÒÅÇÉÏÎÅ ÖÁÒÉÁbile riarrangiata delle Ig che impediscono il corretto annealing dei 

primer (Vernau, 2004). 

)Î -ÅÄÉÃÉÎÁ 5ÍÁÎÁȟ ÑÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÏ ÐÒÏÂÌÅÍÁ î ÓÔÁÔÏ ÓÕÐÅÒÁÔÏ ÔÒÁÍÉÔÅ ÌÁ ÃÒÅÁÚÉÏÎÅ ÁÄÄÉÚÉÏÎÁÌÅ ÄÉ ÐÒÉÍÅÒ 

consenso diretti verso le regioni FRI e FRII, in aggiunta a queÌÌÉ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÉ ÐÅÒ ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ 

ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÉ ÄÅÌ ÌÏÃÕÓ ÄÅÌÌÁ ÃÁÔÅÎÁ ÌÅÇÇÅÒÁ Ë ÄÅÌÌÅ )ÇȢ ) ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÉ ÄÅÌÌÅ )Ç ʆ ÎÏÎ ÓÏÎÏȟ ÉÎÆÁÔÔÉȟ 

sottoposti al processo di ipermutazione somatica e perciò sono ritenuti target stabili per 

ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ Íediante PCR (Vernau, 2004). 

5ÎȭÁÌÔÒÁ ÃÁÕÓÁ ÄÉ ÆÁÌÓÁ ÎÅÇÁÔÉÖÉÔÛ ÁÌÌȭÉÎÄÁÇÉÎÅ 0#2ȟ ÐÕĔ ÅÓÓÅÒÅ ÌÅÇÁÔÁ ÁÌÌÁ ÎÁÔÕÒÁ ÄÅÌÌÁ ÎÅÏÐÌÁÓÉÁ ÓÔÅÓÓÁȡ 

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 è presente né identificabile alcun 

riarrangiamento genico. Un altro esempio è rappresentato dalle neoplasie linfoidi che coinvolgono i 

precursori dei linfociti che presentano la configurazione genetica della linea germinale: anche in 

ÑÕÅÓÔÏ ÃÁÓÏ ÌȭÁÓÓÅÎÚÁ ÄÉ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉ ÄÅÉ ÒÅÃÅÔÔÏÒÉ ÁÎÔÉÇÅÎÅ-specifici, non permette 

ÌȭÁÍÐÌÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌ ÐÒÏÄÏÔÔÏ 0#2 ɉ!ÖÅÒÙ Å !ÖÅÒÙȟ ςππτɊȢ  

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 i 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).  

%ȭ ÉÎÆÉÎÅ ÐÏÓÓÉÂÉÌÅ ÃÈÅ É ÒÉÓÕÌÔÁÔÉ ÆÁÌÓÉ ÎÅÇÁÔÉÖÉ ÐÏÓÓÁÎÏ ÅÓÓÅÒÅ ÌÅÇÁÔÉ ÁÌÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ ÕÎ ÎÕÍÅÒÏ ÄÉ 

cellule neoplastiche inferiore alla quantità minima rilevabile dalla PCR (1 cellula neoplastica su 100 o 

1000 linfociti normali) (Avery e Avery 2004). Questa eventualità si verifica soprattutto quando i 
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campioni che sono sottoposti ad indagine molecolare, provengono da soggetti in remissione clinica 

anziché in ÁÍÍÉÓÓÉÏÎÅȡ ÑÕÅÓÔȭÕÌÔÉÍÁ ÃÏÎÓÉÄÅÒÁÚÉÏÎÅ ÃÏÓÔÉÔÕÉÓÃÅ ÕÎ ÌÉÍÉÔÅ ÓÉÇÎÉÆÉÃÁÔÉÖÏ ÁÌÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ 

questi 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, è possibile che il riarrangiamento biclonale dello stesso recettore 

antigene-ÓÐÅÃÉÆÉÃÏ ÓÉÁ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÔÏ ÄÁÌÌȭesistenza 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 CDRIII  (come descritto per il linfoma a cellule B 

ÎÅÌÌȭÕÏÍÏɊ Ï ÄÁÌÌÁ ÐÒÅÓÅÎÚÁ ÄÉ ÃÌÏÎÉ ÍÕÌÔÉÐÌÉ ÇÅÎÅÒÁÔÉ ÐÅÒ ÓÔÉÍÏÌÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÕÎ ÐÒÏÃÅÓÓÏ ÔÒÁÓÆÏÒÍÁÎÔÅȟ 

ÑÕÁÌÅ ÌȭÅÓÐÏÓÉÚÉÏÎe ad un carcinogeno o il risultato di un processo virale (come descritto per 

ÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÕÍÁÎÁ ÄÁ (4,6-1 (human T-cell lymphotropic virus-1) (Burnett et al, 2003; Avery e Avery 

2004). 

 

2.3.8 Specificità della PCR nella valutazione della clonalità dei riarrangiamenti genici dei recettori 

antigene-specifici nelle malattie linfoproliferative canine 

,ȭÁÎÁÌÉÓÉ ÄÅÉ ÐÒÏÄÏÔÔÉ 0#2 ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÅÌÅÔÔÒÏÆÏÒÅÓÉ ÓÕ ÇÅÌ ÄÉ ÐÏÌÉÁÃÒÉÌÁÍÉÄÅȟ ÎÏÎ ÓÅÍÐÒÅ ÐÅÒÍÅÔÔÅ ÕÎÁ 

facile differenziazione tra riarrangiamenti genici monoclonali ed oligoclonali o policlonali; è quanto 

ÁÃÃÁÄÅ ÑÕÁÎÄÏ ÖÉÅÎÅ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÏ ÉÌ 4#2ɾȟ ÐÅÒ ÌÁ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÍÏÎÏÃÌÏÎÁÌÉÔÛ ÎÅÌÌÅ ÍÁÌÁÔÔÉÅ 

ÌÉÎÆÏÐÒÏÌÉÆÅÒÁÔÉÖÅ 4 ɉ!ÖÅÒÙ Å !ÖÅÒÙȟ ςππτɊȢ #ÏÍÅ ÐÒÅÃÅÄÅÎÔÅÍÅÎÔÅ ÒÉÐÏÒÔÁÔÏȟ ÉÌ ÌÏÃÕÓ ɾ ÖÉÅÎÅ 

maggiormente utilizzato perché oltre a fornire un rendimento diagnostico superiore rispetto al locus 

, presenta un limitato numero di segmenti genici V sottoposti al processo di ricombinazione; a causa 

di questa minore eterogeneità tra i riarrangiamenti genici, il TCRϖ costituisce un sistema più 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 
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non affetti da neoplasia linfoide possono mostrare riarrangiamenti genici clonali: è il caso di alcune 

ÉÎÆÅÚÉÏÎÉ ɉÔÒÁ ÃÕÉ Ìȭ%ÈÒÌÉÃÈÉÏÓÉ ÓÏÓÔÅÎÕÔÁ ÄÁ %ȢÃÁÎÉÓɊ ÃÈÅ ÓÏÎÏ ÉÎ ÇÒÁÄÏ ÄÉ ÉÎÄÕÒÒÅ ÕÎ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÏ 

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 

ÎÅÌÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÁ ÖÉÓÕÓ (4,6 ÉÎ -ÅÄÉÃÉÎÁ 5ÍÁÎÁɊ ÏÐÐÕÒÅ ÄÁ ÕÎÁ ÐÏÐÏÌÁÚÉÏÎÅ ÄÉ ÃÅÌÌÕÌÅ 4 iperplastiche 

ÒÅÁÔÔÉÖÅȟ ÃÈÅ ÒÅÃÅÄÅÒÛ ÓÕÃÃÅÓÓÉÖÁÍÅÎÔÅ ɉÃÏÍÅ ÌȭÉÎÆÅÚÉÏÎÅ ÄÁ ÖÉÒÕÓ ÄÉ %ÐÓÔÅÉÎ-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 è 

particolarmente importante quando i risultati PCR vengono designati come falsi positivi solo sulla base 

di ÒÉÓÕÌÔÁÔÉ ÃÉÔÏÌÏÇÉÃÉ Ï ÉÓÔÏÌÏÇÉÃÉ ÎÅÇÁÔÉÖÉ Å ÎÏÎ ÎÅÌ ÒÉÓÐÅÔÔÏ ÄÅÌÌȭÅÖÅÎÔÕÁÌÅ ÄÅÃÏÒÓÏ ÃÌÉÎÉÃÏȢ )Î ÕÎÏ ÓÔÕÄÉÏ 

ÓÕÌÌȭÕÏÍÏȟ ψπ ÃÁÓÉ ÄÉ ÉÐÅÒÐÌÁÓÉÁ ÌÉÎÆÏÉÄÅ ÂÅÎÉÇÎÁ Ï ÁÔÉÐÉÃÁ ÓÏÎÏ ÓÔÁÔÉ ÔÅÓÔÁÔÉ ÐÅÒ ÌÁ ÖÁÌÕÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ 

clonalità, 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).  

,Á ȰÐÓÅÕÄÏÃÌÏÎÁÌÉÔÛȱ ÒÁÐÐÒÅÓÅÎÔÁ ÕÎȭÁÌÔÒÁ ÃÁÕÓÁ ÄÉ ÒÉÓÕÌÔÁÔÉ ÆÁÌÓÉ ÐÏÓÉÔÉÖÉȟ ÄÅÔÅÒÍÉÎÁÔÁ ÄÁÌÌȭÕÔÉÌÉÚÚÏ ÄÉ 

primer consenso. Essa si verifica quando il campione testato contiene pochi linfociti (es. un tessuto 

non linfoide) o DNA di scadente qualità (es. un tessuto fissato in formalina). In questi casi, il DNA può 

ÅÓÓÅÒÅ ÁÍÐÌÉÆÉÃÁÔÏ ÓÏÌÏ ÄÁ ÕÎ ÐÉÃÃÏÌÏ ÎÕÍÅÒÏ ÄÉ ÌÉÎÆÏÃÉÔÉ ÎÏÒÍÁÌÉ Å ÄÁÒÅ ÃÏÓý ÌȭÉÍÐressione della 

presenza di una popolazione linfocitaria clonale. Per limitare il fenomeno della pseudoclonalità, è 

quindi importante testare la sensibilità e la specificità della tecnica utilizzata nelle differenti matrici 

diagnostiche (in particolare tessuto fissato in formalina contro tessuto fresco) (Avery e Avery, 2004). 

 

2.3.9 Determinazione della linea di origine delle neoplasie linfoidi mediante scoperta dei 

riarrangiamenti genici dei recettori antigene-specifici 

.ÅÌÌȭÕÏÍÏ Å ÎÅÌ ÃÁÎÅȟ ÌȭÁÎÁÌÉÓÉ ÃÌÏÎÁle dei riarrangiamenti genici dei recettori antigene-specifici può 

ÅÓÓÅÒÅ ÕÔÉÌÉÚÚÁÔÁ ÁÎÃÈÅ ÐÅÒ ÃÏÎÔÒÉÂÕÉÒÅ ÁÌÌȭÁÃÃÕÒÁÔÁ ÁÓÓÅÇÎÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ ÌÉÎÅÁ ÄÉ ÏÒÉÇÉÎÅ ÄÅÌÌÅ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ 

linfoidi, in particolare nei casi in cui le tecniche immunopatologiche non risultino esaustive. Questa 
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possibilità è soprattutto importante considerando la valenza prognostica della linea di origine nelle 

neoplasie linfoproliferative canine (Vail, 2000). 

Il riscontro di un riarrangiamento genico del TCR è 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 

ÓÅÎÓÏ ÁÓÓÏÌÕÔÏ ÓÅ ÐÒÅÓÅ ÓÉÎÇÏÌÁÒÍÅÎÔÅȡ ÌȭÉÎÔÅÒÐÒÅÔÁÚÉÏÎÅ ÄÅÉ ÒÉÓÕÌÔÁÔÉ ÁÉ ÆÉÎÉ ÄÅÌÌȭÁÓÓÅÇÎÁÚÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ 

linea di origine deve essere effettuata con cautela (Vernau, 2004). Risultano di dubbia interpretazione 

anche quei casi dove si verificano entrambi i tipi di riarrangiamento genico dei recettori antigene-

specifici (sia T che B): non è chiaro in effetti se si possa trattare di una doppia clonalità neoplastica o se 

si debba considerare la possibilità di un risultato falso positivo su una delle due linee cellulari (Burnett 

et al, 2003). 

,ȭÉÄÅÎÔÉÆÉÃÁÚÉÏÎÅ ÔÒÁÍÉÔÅ 0#2 ÄÅÉ ÒÉÁÒÒÁÎÇÉÁÍÅÎÔÉ ÇÅÎÉÃÉ ÃÌÏÎÁÌÉ ÄÅÉ ÒÅÃÅÔÔÏÒÉ ÁÎÔÉÇÅÎÅ-specifici, può 

ÓÅÎÚȭÁÌÔÒÏ ÃÏÎÓÅÎÔÉÒÅ ÌÁ ÄÉÁÇÎÏÓÉ ÐÉĬ ÁÃÃÕÒÁÔÁ ÄÅÌÌÅ ÎÅÏÐlasie linfoproliferative in Medicina Veterinaria 

e potrebbe essere impiegata anche come marker di MRM. La possibilità di monitorare con tecniche 

ÍÏÌÅÃÏÌÁÒÉ ÔÁÌÉ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅȟ ÁÐÐÏÒÔÅÒÅÂÂÅ ÓÅÎÚȭÁÌÔÒÏ ÎÏÔÅÖÏÌÉ ÍÉÇÌÉÏÒÁÍÅÎÔÉ ÎÅÌÌÁ ÃÏÍÐÒÅÎÓÉÏÎÅ ÄÅÌÌÁ 

patogenesi e ÄÅÌÌȭÅÖÏÌÕÚÉÏÎÅ ÄÉ ÑÕÅÓÔÅ ÎÅÏÐÌÁÓÉÅ ÃÈÅȟ ÃÏÍÅ ÎÏÔÏȟ ÎÅÌ ωπϷ ÄÅÉ ÃÁÓÉ ÒÅÃÉÄÉÖÁÎÏ 

invariabilmente entro due anni: tali studi potrebbero altresì consentire di modulare il trattamento 

terapeutico, al fine di ottenere remissioni più durature. Un tentativo preliminare di applicare un 

approccio molecolare finalizzato alla valutazione della MRM è 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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2.4 STRUTTURA ED OBIETTIVI DEL PROGETTO 

2.4.1 Diagnosi delle malattie linfoproliferative nella specie canina 
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