
UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI ROMA 

“TOR VERGATA” 
                                         
                                         
 
 
 

FACOLTA’ DI MEDICINA E CHIRURGIA 
 

TESI DI DOTTORATO DI RICERCA IN EMATOLOGIA 

 

 
 
 

“SIGNIFICATO CLINICO DELL’ESPRESSIONE DELLA 

PROTEINA ZAP-70 NELLE LEUCEMIE LINFATICHE 

CRONICHE” 

 

 

       Relatore    Dottoranda  

Prof. Sergio Amadori    Irene Pasqua 

 

 

Anno Accademico 2008/2009 



 2 
 

 

INDICE 

Introduzione…………………………………………………….. pag. 2  

                L’apoptosi………………………………………………….... pag.17 
 

      Ruolo delle citochine nell’apoptosi………………………....  pag.21 
 

      Dosaggio dell’Annessina V nel processo apoptotico………   pag.23 
 
Materiali e Metodi …………………………………………………….. pag.24  
 
Risultati…………………………………………………………………pag.31 
 
Discussione …………………………………………………………….pag.34 
 
Conclusioni……………………………………………………………..pag.39 
 
Bibliografia ………………………………………………………….…pag.40 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 3 
 

INTRODUZIONE 

La leucemia linfat ica cronica di t ipo B (LLC-B) è la forma di leucemia più 

diffusa nei paesi occidentali,  annualmente negli Stat i Unit i si hanno 8100  

nuovi casi e 4800 decessi; è  carat terizzata dall’accumulo di cellu le B 

monoclonali CD5+  che hanno l’aspet to  di  picco li linfocit i matur i.  

L’incidenza è maggiore nel sesso maschile,  con un’età media di diagnosi d i 

65 anni.  I l decorso clinico è est remamente var iabile,  con una sopravvivenza 

che oscilla  t ra uno e dieci anni.  Alcuni pazient i sono asintomat ic i o  

presentano sintomi lievi,  a lt r i sviluppano rapidamente linfocitosi,  anemia ed 

epatosplenomegalia,  sintomi associat i agli stadi più gravi della malat t ia,  

secondo la classificazione di Rai e Binet .  4 1 -4 2 -3 -4  

La patologia è causata da un progressivo accumulo nel sangue per ifer ico e 

nel mido llo osseo di picco li linfocit i B. L’or igine cellulare della  LLC ed i 

meccanismi che sot tendono al suo sviluppo sono ancora in parte sconosciut i.  

 

 

 

41.Montser ra t ,  E. ,  Vinolas,  N. ,  Rever ter ,  J.C. , Rozman ,  C.  Natural  Hist or y of  ch ronic 
l ymphocyt ic l eukaemia:  on  the progressi on  and prognosis of ear ly cl in ical  stages.  Nouv.  
Rev.  Fr . Hematol . ,  1988,  30,  359-361.  

42.Kay,  N.E. ,  Hambl in ,  T .J.,  Jel inek,  D.F. ,  Dewald,  G.W.,  Byrd,  J.C. ,  Farag,  S. ,  Lucas,  
M. ,  Lin , T.,  Chron ic lymphocyt i c Leukemia.  Hematol . ,  2002,  193-213.  

3.Rai  K.R. ,  Sa witsky A. ,  Cronki te E.P. ,  Chanana A.D. ,  Levy R.N. ,  Pasternack B.S. ,  
Cl in ical  staging of ch ron ic lymphocyt ic leukemia,  Blood,1975,46,  219-234.  

4.Binet  J.L. ,  Auquier  A.  Digh iero G.  et  a l. ,  A new prognost ic classi fica t ion  of ch ronic 
l ymphocyt ic leukemia der ived from a mult ivar ia te survival  analysis,  Cancer ,  1981, 
48,198-206.  
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La t radizionale vis ione della LLC  come malat t ia da accumulo di picco li 

linfocit i B matur i che si t rovano nella  fase G0/G1 de l ciclo cellulare,  CD5+  

immuno logicamente incompetent i e con prolungata sopravvivenza dovuta a  

inibiz ione dell’apoptosi,  è stata r imessa in discussione da numerose recent i 

scoperte.    

Le cellu le d i LLC mostrano il pro filo  fenot ipico de i linfocit i B memoria,  

att ivat i t ramit e l’ interazione con l’ant igene.  Tali linfocit i sono 

frequentemente autoreatt ivi e or ientat i a lla produzione di autoant icorpi 

naturali po lireat t ivi.1 5  Nonostante la LLC present i un fenot ipo immuno logico  

unico e dist int ivo (CD5+, CD23+,  immunoglobuline di superficie posit ive a  

bassa intensit à),  tale patologia si presenta eterogenea a live llo  bio log ico. L’ 

eterogeneità  bio log ica spesso si t raduce in notevo li differenze cliniche in 

quanto alcuni pazient i presentano una malat t ia  aggressiva ed una prognos i 

sfavorevo le,  mentre alt r i mostrano un comportamento clinico indo lente con 

una normale aspet tat iva di vit a.  Different i dat i di let teratura sugger iscono un 

modello  a t re stadi per lo  sviluppo e la storia naturale della LLC.  Nel pr imo  

stadio anomalie genet iche ancora non note portano alla formazione della  

cellula or iginar ia clonale t rasformata,  la cui progenie non va in apoptosi e va 

in progressione at t raverso favorevo li interazioni con il microambiente (stadio  

2).  Con il passare del tempo, l’accumulo di p iù numerose e per ico lose 

anomalie genet iche favor isce  la  crescita di cellule neoplast iche che 

diventano autonome dall’ influenza del microambiente (stadio 3).   

 

 

15.Caligaris-Cappio F., Hamblin T.J., B-cell chronic lymphocytic leukemia: a bird of a different feather, J Clin 
Oncol, 1999, 17, 399-408. 
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La t rasformazione nella sindrome di Richter della LLC è il protot ipo est remo  

dello  stadio 3 e la  t rasformazione pro linfocitoide è l’esempio più comune di 

progressione dal secondo al terzo stadio.  Quindi uno degli obiet t ivi più 

important i della  r icerca clinica è senz’alt ro  quello  di correlare l’andamento 

clinico eterogeneo con le different i carat ter ist iche bio logiche.   

I  linfocit i leucemic i sono scarsamente proliferant i,  funzionalmente 

incompetent i,  con pro lungata sopravvivenza (anche di anni) in circo lo.  

Quest’ult ima carat terist ica è legata ad un’inibizione della morte cellulare 

programmata (apoptosi) dovuta all’aumentata espressione della proteina de l 

gene bcl-2 .  Infat t i,  nonostante l’esiguo numero di pazient i (10%) che 

presentano un bcl-2  r iarrangiato, nella  magg ior parte di essi i l infocit i 

leucemic i espr imono livelli e levat i della  proteina bcl-2 .   Le cellu le 

leucemiche espr imono anche elevat i live lli d i un’alt ra proteina ant i-

apoptot ica,  BCL-xL, ma anche de lla proteina pro-apoptot ica Bax.  

L’aumentata espressione della  proteina bcl-2 è un indicatore di prognos i 

sfavorevo le ed è stata associata ad una r idotta sopravvivenza dei pazient i con 

LLC.2 6 

Mutazioni del gene oncosoppressore p53  sono stat i t rovat i nel 10-47% de i 

pazient i con LLC alla diagnosi.  Le mutazioni di p53  s i associano in genere 

alla  t rasformazione della  LLC in forme a prolinfocit i,   ad una scarsa r isposta 

alla chemioterapia  ed a una resistenza alla terapia con analoghi pur inic i e ad 

una r idot ta sopravvivenza dei pazient i.   

 

26.Rober tson  L.E. ,  Plunket t  W.,  McConnel l  K. ,  et  a l . ,  Bcl-2 expressi on  in  chronic 
l ymhocyt ic leukemia and its cor rela t ion wi th  the induct ion  of apopt osis and cl in ical 
outcom e,  Leukemia,1996,10,  456-459.  



 6 
 

L’iperespress ione della proteina p53, analizzata con l’immunocitochimica,  è  

stata correlata con le mutazioni del gene p53, con la  malat t ia  progressiva e 

con la r idot ta sopravvivenza.   Tutt i i pazient i con una disfunzione della  

proteina p53 hanno anche i geni IgVH non mutat i.4 4  In un nostro studio 

recente,2 7  abbiamo dimostrato che elevat i livelli della proteina p53 

r iscontrat i nel plasma dei pazient i erano correlat i sia ad una r idotta 

sopravvivenza libera da progressione che ad una r idotta sopravvivenza 

globale.   

I l mig lioramento delle tecniche di co ltura e l’uso di mitogeni po liclonali per  

la linea linfo ide B ha consent ito  di dimostrare alterazioni del car iot ipo non 

random in almeno il 50% dei casi.  Ut ilizzando la tecnica di ibr idazione 

fluorescente in situ (FISH), anomalie cromosomiche sono state diagnost icate 

nell’82% dei casi.5  Le alt erazioni più comuni sono r isultate la t risomia del 12 

(10-15% dei cas i)  e la  delezione di 13q a live llo  della  banda q14 in  

prossimità del gene oncosoppressore Rb (20%). La maggior parte dei casi d i 

t risomia 12 e de lle delezioni (13)(q14) non sono r ilevabili a ll’esame 

citogenet ico classico,  ma con l’uso di sonde moleco lar i per la  regione 13q14 

sono state svelate nel 46% e nel 45-55% dei casi di LLC, r ispet t ivamente.  

Sempre usando la tecnica FISH, delezioni di 11q sono state trovate nel 17-

20% dei pazient i e delezioni di 17p nel 7-10%.  

44.Lin ,  K.,  Sherr ington,  P.D. ,  Denn is,  M.,  Matra i ,  Z. ,  Cawley,  J.C. ,  Pet t i t ,  A.R.  
Rela t iosh ip bet ween  p53 dysfunct ion ,  CD38 expression ,  and IgVH mutation  in  chronic 
l ymphocyt ic leukemia.  Blood,  2002,  100:1404-1409.   

27.Del  Pr incipe M.I . ,  Del  Poeta  G. ,  Vendi t t i  A.,  et  a l . ,  Cl in ical  sign ificance of solubl e  
p53 protein in  B-cel l  ch ronic lymphocyt i c leukemia, Haematologi ca ,  2004,  89,1468-1475.  

5.Dohner H. ,  St i lgenbauer  S.,   Benner  A.,  et  al . ,  Genomic aber ra t ions and survival  in 
ch ronic lymphocyt i c leukemia,  N Engl J Med.2000,  343,1910-1916.  
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Le anomalie del car iot ipo diventano più frequent i con il t rascorrere de l 

tempo. I  geni co invo lt i in queste aberrazioni non sono del tut to chiar it i.   

Due geni micro-RNA a live llo  13q14,  miR15 e miR16, sono assent i e down-

rego lat i nella  maggior parte dei casi di LLC, ma il loro effet to  è ancora 

oscuro.2 8 Per la t r isomia 12 non si hanno dat i cert i sul gene co invo lto ,  mentre 

i geni co invo lt i sui cromosomi 11 e 17 sono ATM e p53 r ispet t ivamente,  

entrambi impegnat i nei meccanismi di r iparazione dei geni.  La delezione 

13q14 è associata ad una sopravvivenza super iore a lla media,  ma questo è 

vero solo se è una lesione unica.  Naturalmente,  per confer mare tale dato 

bisogna effet tuare un car iot ipo completo che non è alla portata di tutt i i  

laboratori ematologici in quanto è un tecnica di diffic ile  esecuzione. La 

t risomia 12 è associata ad una morfo logia at ipica,  in part ico lare LLC/LPL 

( leucemia pro linfoc it ica).  La sopravvivenza di tali pazient i è quella  media 

dei pazient i con LLC e dipende dallo stato mutazionale.   La delez ione 11q23 

è spesso presente in pazient i giovani con linfoadenopat ie “bu lky” (masse 

linfonodali >5-6 cm in diametro) e in molt i studi è probante per una prognosi 

infausta.  Tale delezione è presente in pazient i sia con geni VH mutat i che 

non mutat i.  Infine la delezione 17p13 r ive la la presenza di un gene p53 

deleto o mutato ed è associata ad una prognosi sfavorevo le con una 

sopravvivenza mediana infer iore a 3 anni.Tali casi sono frequentemente 

resistent i a lle terapie e spesso r ispondono all’ant icorpo monoclonale ant i-

CD52.  

 

28.Cal in  G.A. ,  Liu C.G.,  Sh imizu M. ,  et  a l. ,  MicroRNA profi l ing r eveals dist inct  
signatures in  B-cel l  ch ron ic lymphocyt i c leukemia,  Proc Nat l  Acad Sci ,  2004,  101,11755-
11760.  
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Infine esistono alt re rare anomalie cromosomiche che non hanno ancora 

significato prognost ico definito .  Le delezioni di 6q21 sono le  più comuni t ra  

queste.  In genere esse sono lesioni secondar ie all’ int erno di un gruppo a 

prognosi sfavorevo le,  ma non mostrano un valore prognost ico indipendente 

in analis i mu lt ivar iata.  Di significato incerto  sono le doppie e t r iple t r isomie 

che co invo lgono i cromosomi 12, 16, 18 e 19. 

 A live llo  moleco lare,  possono essere dist int i due sot tot ipi di LLC in base 

alla  presenza di mutazioni somat iche nelle regioni var iabili dei geni (IgVH )  

delle immunoglobuline7.  La prognosi dei pazient i nei due sottogruppi è  

significat ivamente differente: il sottogruppo con geni IgVH non mutat i 

presenta la prognosi peggiore.4 3  Ino lt re,  l’espressione della moleco la ZAP-

70, una chinasi che ha in comune funzioni di segnale sia con la chinasi 

spleen tyrosine (Syk)  che con CD38, anch’essa moleco la di segna le che 

influenza l’esito  della st imo lazione de l recet tore della  cellula B (BCR), 

carat terizza l’eterogeneit à bio logica di LLC e mostra significato prognost ico:  

la  negat ività  per CD38 e ZAP-70 ident ifica pazient i con una migliore 

prognosi7 -9 .   

ZAP-70 fu ident ificato come il gene meglio  in grado di dist inguere i due 

sottogruppi.  ZAP-70 (proteina associata alla  catena zeta CD3 del T cel l 

receptor con un peso moleco lare di 70 kD) è una moleco la ut ilizzata per  

t rasmet tere un segnale dal T-cell receptor alle vie a valle.   

7.Damle R.N., Wasil T., Fais F., et al., IgV gene mutation status and CD38 expression as novel prognostic 
indicators in chronic lymphocytic leukemia, Blood,1999, 94,1840-1847. 

43.Stevenson ,  F.K. ,  Caligar is-Cappio,  F.  Chron ic Lymphocyt ic l eukaemia:  r evela t ions  
from the B-cel l  r eceptor .  Blood,  2004,103:  4389-4395.  

9.Crespo M. ,  Bosch  F. ,  Vi l lamor  N.,  et  a l. ,  ZAP-70 expressi on  as a  surrogate for  
immunglobul in -var iable-r egion  mutat ions in  ch ron ic l ymphocyt ic l eukemia,  N Engl  J 
Med,  2003,  348, 1764-1775.  
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Normalmente non è ut ilizzato nelle  cellule  B, in cui la  mo leco la recet t rice 

del segnale è Syk, ma in alcuni casi di LLC con geni VH non mutat i,  ZAP-70 

sembra essere co invo lto  nella t rasmiss ione del segnale.   

Ant icorpi contro ZAP-70 sono disponibili e  parecchi metodi sono stat i 

approntat i.  L’immuno istochimica è facile ed efficace,  ma so ltanto semi-

quant itat iva; il Western-blot  r ichiede la  deplezione dei linfocit i T,  che ne 

limit a l’uso.   I  tests in citometr ia a flusso sono risu ltat i d iffico ltosi,  po ichè 

ZAP-70 è un ant igene int racellulare cosicché le ce llule devono essere 

permeabilizzate e i pr imi ant icorpi ut ilizzat i erano non coniugat i come ad 

esempio il c lone 2F3.2 (Upstate).9 -1 0  La disponibilità odierna di ant icorpi 

diret tamente coniugat i con nuovi fluorocromi più br illant i quali ALEXA 488 

(clone 1E7.2 della  dit ta Ca ltag Laboratories) ha permesso di iso lare pazient i 

ZAP-70 posit ivi e VH mutat i con peggiore sopravvivenza r ispet to  a pazient i 

ZAP-70 negat ivi e VH non mutat i,  at t ribuendo a tale marcatore una forte 

valenza prognost ica.8    

 

 

 

 

 

8 .Rassen t i  L.Z. , Huynh  L. , Toy T.L. ,  et  a l. ,  ZAP-70 compared wi th  immunoglobul in  
heavy-chain  gene mutation  status as a predictor  of disease progressi on  in  chronic 
l ymphocyt ic leukemia,  N Engl  J Med,  2004,  351, 893-901.  

9.Crespo M. ,  Bosch  F. ,  Vi l lamor  N.,  et  a l. ,  ZAP-70 expressi on  as a  surrogate for  
immunglobul in -var iable-r egion  mutat ions in  ch ron ic l ymphocyt ic l eukemia,  N Engl  J 
Med,  2003,  348, 1764-1775.  

10.Montser ra t  E.,  Sanchez-Bisono J. ,  Vinolas N..  Rozman  C. ,  Lymphocyt e doubl ing t ime 
in chron ic lymphocyt ic leukaemia :  analysis of i t s prognost ic sign ificance,  Br  J Haematol ,  
1986,  62, 567-575.  
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Gli event i pr imar i della  t rasformazione neoplast ica sono sconosciut i.  Anche 

se le  cellule della  LLC possono presentare molt e aberrazioni genomiche 

spec ialmente nelle fasi avanzate della malat t ia,5  non è stata ancora 

ident ificata una anomalia moleco lare o  citogenet ica specifica della LLC.  

Del tut to  recentemente t re approcci completamente diversi sono stat i 

sviluppat i per tentare di chiar ire quest i aspet t i.   

I l pr imo  r iguarda un modello  di topo t ransgenico in cui una linea espr imente 

il gene umano  TCL1 sotto  il controllo  di un “promoter” VH per IgH-E� 

permet teva di or ientare l’espressione t ransgenica verso cellule B mature ed 

immature.1 6  All’età di 10-18 mesi quest i animali t ransgenici si ammalavano.  

Le analis i,  pato logica e cito fluor imetr ica,  dimostravano che gli animal i 

t ransgenici avevano sviluppato una malatt ia mo lto simile a lla LLC umana.  

Un alt ro promettente campo di studio r iguarda l’ ident ificazione recente della  

c lasse di geni micro RNA (miRNA), una vasta famiglia di geni,  non 

codificant i,  a lt amente conservat i probabilmente co invo lt i in processi d i 

rego lazione genica specifica la cui precisa funzione è sconosciuta.  Tra di essi 

mir-15a e mir-16-1 sembrano giocare un ruolo nella patogenesi de lla LLC. 1 7  

 

 

 

5 .Dohner H. ,  St i lgenbauer  S.,   Benner  A.,  et  al . ,  Genomic aber ra t ions and survival  in 
ch ronic lymphocyt i c leukemia,  N Engl J Med.2000,  343,1910-1916.  

16.Bich i  R. ,  Sh in ton  S.A.,  Mart in  E.S.,  et  a l . ,  Human  ch ronic l ymphocyt i c leukemia  
model ed in  mouse by targeted TCL1 expressi on   Proc Nat l  Acad Sci  USA,  2002,  99, 6955-
6960.  

17.Cal in G.A.,  Dumitru C.D. , Sh imizu M.,  et  al . ,  Frequen t delet ions and down-regula t ion 
of micro-RNA genes mi R15 and miR16 a t  13q14 in  chron ic l ymphocyt ic l eukemia,  Proc 
Nat l  Acad Sci  USA,  2002,99,15524-15529.  
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Infine l’esistenza di linfocit i B monoclonali CD5+ , con un fenot ipo simile a  

quello  della LLC è stato  osservato nel sangue di adult i sani ed è stata 

r iscontrata con aumentata frequenza t ra i parent i dei pazient i con LLC.1 8  

Queste cellu le,  simili a quelle della  LLC, potrebbero semplicemente 

rappresentare un epifenomeno della  senescenza dei linfocit i e/o rappresentare 

l’equivalente per la LLC della patologia MGUS del mie loma mult iplo.   

Probabilmente il pr imo evento t rasformante avviene in una cellula 

progenit r ice linfo ide che po i si differenzia in una cellu la B matura con un B-

cell receptor (BCR) funzionale.  Ino lt re le cellu le di LLC presentano un 

ut ilizzo preferenziale di a lcuni geni delle regioni var iabili delle  

immunoglobuline (IgVH ).  

V1-69, V3-07, V3-23 e V4-34 sono  quelli usat i più frequentemente.   

Recentemente  l’analis i della regione 3,  determinante la complementar ietà  

della catena pesante delle  immunoglobuline,  ha dimostrato la presenza d i 

sequenze fortemente simili se  non addir it tura ident iche in pazient i different i 

e non correlat i.1 9  Questa scoperta era anche associata con un ut ilizzo  

preferenzia le della catena leggera (L) e simile LCD3.  

 

 

 

18.Ghia  P.,  Pra to G. ,  Scielzo C. ,  et  a l. ,  Monoclonal  CD5+ and CD5- B-l ymphocyt e  
expansions are fr equen t  in  the per ipheral  blood of the elder l y.  Bl ood.2004;  103:2337-
2342.  

19.Chiorazzi  N. ,  Rai  K.R. ,  Fer rar ini  M. ,  Chronic l ymphocyt i c l eucemia .  N Engl  J Med,  
2005,352,  804-815.  
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Tenendo conto del fat to  che sia  L che HCDR3 partecipano al sito  di legame 

con l’ant igene, tali osservazioni,  associate alla presenza di mutazioni 

somat iche IgVH forniscono importante evidenza che i BCR espressi dalle  

cellule  B siano altamente selezionat i – probabilmente da uno st imo lo  

ant igenico - so llevando la possibilità  che un ant igene possa essere co invo lto  

nella patogenesi della ma lat t ia.   

L’evidenza per una suscet t ibilità genet ica della LLC è notevo le e der iva dalla  

sua dispar ità etnica ( la  LLC è rara in Or iente ed è molto rara in Giappone)  

che non è modificata da e lement i ambientali.  Ino lt re,  esiste una 

predisposiz ione familiare documentata che indica un r ischio t re vo lte  

maggiore,  r ispet to  alla popolazione generale,  di sviluppare LLC nei parent i 

di pr imo grado dei pazient i con LLC. 

Se la presenza di mutazioni somat iche indica un ruo lo potenziale per  

l’at t ivazione di BCR in qualche punto della  stor ia naturale dei pazient i con 

LLC mutate anche la capacità delle LLC non mutate di r icevere segnali d i 

st imo lo  t ramite BCR è documentata da parecchie evidenze sper imentali.  

L’espressione di ZAP-70 è associata con lo  stato  non mutato delle IgVH, con 

l’  mRNA indotto  dall’at t ivazione della cit idina deaminasi,  enzima r ichiesto 

per la mutazione somat ica e lo  swit ching isot ipico,  e che è up-rego lato nelle  

LLC non mutate; l’ant igene CD38 tende ad essere più  rappresentato  nelle  

LLC non mutate.7   

 

 

7.Damle R.N. ,  Wasi l  T. ,  Fais F. ,  et  a l. ,  IgV gene mutat ion  sta tus and CD38 expression  as  
novel  prognost ic indicator s in  chronic lymphocyt ic leukemia,  Blood,1999,  94,1840-1847.  
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Quindi,  l’abilit à in vit ro delle  LLC a r ispondere ai segnali mediat i da BCR,  

come quelli fornit i dal legame delle  IgM di superfic ie,  è associata a llo  stato  

mutazionale,  all’espressione di CD38 ed è diret tamente correlata  

all’espressione di ZAP-70.2 0   

Al contrar io ,  le LLC mutate sono t ip icamente non responsive alla  

st imo lazione di BCR in vit ro ,  simili a lle  cellule B che hanno subito  

desensibilizzazione de l recet tore,  in seguito  a st imo lazione cronica da parte  

dell’ant igene.    In conclusione, le LLC non mutate sembrano presentare un 

BCR più competente,  in quanto sono capaci di r icevere segnali di 

mantenimento o proliferazione, mentre le LLC mutate sono anergiche.      

Ino lt re,  mentre tutte le cellule circo lant i di LLC sono nella fase G0/G1 de l 

ciclo  cellu lare,  lo  studio della lunghezza dei telomer i e dell’at t ivit à  

telomerasica indica che un considerevole numero di divisioni cellular i 

avviene all’ interno del clone leucemico.2 1  

Recent i misurazioni in vivo dell’at t ività proliferat iva del clone leucemico ha 

dimostrato che le ce llule leucemiche nei tessut i sono marcatamente 

dinamiche e che non è improbabile  che in  alcuni casi ci sia una significat iva 

att ività pro liferat iva ed at t ività apoptot ica.2 2   

 

 

20.Chen  L. ,  Apgar  J. ,  Huynh  L. ,  et  a l . ,  ZAP-70 dir ect l y enhances IgM signaling in  
ch ronic lymphocyt i c leukemia,  Blood,  2005,  105, 2036-2041.  

21.Damle R.N. ,  Bat l iwal la  F.M.,  Ghiot to F. ,  et  a l . ,  Telomere length  and telomerase  
act ivi t y del ineate dist inct ive r epl icat ive features of the B-CLL subgroups defined by IgV 
gene mutations,  Blood,  2004,  103,  375-382.  

22.Messmer  B.T. ,  Messmer  D. ,  Al len  SL,  et  a l . ,  In  vivo measuremen ts document  the 
dynamic cel lular  kinet ics of ch ron ic lymphocyt ic leukemia B cel ls,  J Cl in  Invest ,  2005,  
PMID,  1571-1642.  
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Anche se la gran parte delle cellule d i LLC sono quiescent i,  pro linfoc it i e  

paraimmunoblast i pro liferant i possono essere ident ificat i in tutt i i pazient i 

come aggregat i focali (centr i di pro liferazione-PC) nei linfonodi e ne l 

mido llo  osseo.  

Queste ce llule cost ituiscono la r iserva proliferante della ma lat t ia che 

r ifornisce il compart imento di accumulo ed è plausibile  credere che 

l’equilibr io  t ra i due compart iment i controlli l’evo luzione della ma lat t ia  

(stabile vs a lenta crescita vs aggressiva) .  Le cellule pro liferant i all’ interno  

dei PC differ iscono dalle  ce llule leucemiche quiescent i per l’espressione di 

parecchie moleco le,  t ra cui la  survivina rego lante l’apoptosi,  a lcune 

chemochine (CCL-17 e CCL-22) e geni correlat i a lla  pro liferazione qual i 

Ki67.      

Infine,  i linfocit i T,  soprattutto  CD40L+ e quind i at t ivat i,  le  cellule CD4+ e 

una var ietà di ce llule st romali sembrano avere un ruo lo centrale  

nell’amplificare un microambiente capace sia  di favor ire  la pro liferazione 

all’ interno dei PC dei tessut i che di inibire l’apoptosi delle cellule 

leucemiche all’ int erno del compart imento di accumulo. 

Non è esagerato dire che la  scoperta del significato dello  stato  mutazionale 

dei geni delle  regioni var iabili delle  immunoglobuline (IgVH) ha 

r ivo luzionato lo  studio delle LLC. 

La moleco la delle Ig è codificata da parecchi geni ed è assemblata in modo 

tale che ogni B linfocita è diverso dagli a lt r i.  Ogni agente patogeno 

potenzia le  ha un suo linfocit a partner  che aspet ta di incontrar lo .  L’at to  finale  

della r isposta immune ha luogo nel centro germinat ivo dopo che l’ant igene 

ha incontrato l’ant icorpo. Sebbene la LLC sia stata classificata come una 
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malat t ia  della  cellula naive,  pre-centro germinat ivo, casi con geni IgVH 

mutat i sono ormai r iconosciut i.  Nei due art ico li pubblicat i 

contemporaneamente nel 1999, gli Autori 7 ,2 3  r iscontrarono che i pazient i con 

geni IgVH mutat i avevano una sopravvivenza media di 25 anni e invece 

quelli con geni IgVH non mutat i sopravvivevano so lo per 8 anni.  Questo 

r isultato  è stato  da allora confermato da parecchi alt r i gruppi.  In seguito ,  per 

convenzione fu stabilito  che i pazient i con meno del 2% di mutazion i 

somat iche dovevano essere annoverat i t ra i casi non mutat i e questo perché 

un picco lo numero di mutazioni potrebbero rappresentare po limorfismi.  I n 

seguito  paragonando le sequenze geniche delle cellule di LLC con il DNA 

genomico, si è visto  che queste picco le var iazioni non sono po limorfismi ma 

vere mutazioni.  Sebbene l’omologia >98% sia la convenzione generalmente 

accet tata per il sottogruppo non mutato, alcuni gruppi hanno scelto  97% o 

anche 95% come miglior punto di cut-off.2 4   Infine,  po iché l’analisi dello  

stato  mutazionale è spesso di esecuzione complessa nei laborator i 

ematologici di rout ine,  sono stat i proposti come surrogat i a lt r i tests quali la  

determinazione dell’ant igene CD38 e quella della proteina ZAP-70 (zeta  

associated protein con un peso moleco lare di 70 kD).  

 

 

 

7 .Damle R.N. ,  Wasi l  T. ,  Fais F. ,  et  a l. ,  IgV gene mutat ion  sta tus and CD38 expression  as  
novel  prognost ic indicator s in  chronic lymphocyt ic leukemia,  Blood,1999,  94,1840-1847.  

23.Hamblin  T.J.,  Davis Z. ,  Gardiner  A. ,  et  a l. ,  Unmutated IgV(H) genes are associa ted  
wi th  a  more aggressi ve  form of ch ron ic l ymphocyt i c l eukemia,  Bl ood,  1999,  94,1848-
1854.  

24.Hamblin  T.J. ,  Orchard J.A.,  Davies Z.A. ,  et  a l . ,  How man y somat ic mutat ions should 
we a l low in  ch ron ic lymphocyt i c leukemia wi th  unmutated IgVH genes ? Bl ood,  
2004,104,  219a.  
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L’espressione di CD38, moleco la presente sulla  membrana citoplasmat ica de i 

linfocit i B e correlata sostanzialmente ad uno stato  di at t ivazione, può essere 

facilmente determinata ut ilizzando la c itometr ia a flusso,  e,  se presente,  

ident ifica i pazient i con LLC a maggior r ischio  di progressione e con r idotta 

sopravvivenza.1 4  In ogni caso CD38 presenta r isultat i d iscordant i r ispet to 

allo  stato mutazionale in circa il 30% dei cas i.   Ino lt re,  la sua espressione 

può var iare nel corso della ma lat t ia in circa un quarto dei casi.   

Una vo lta che lo  stato  mutaziona le dei geni delle IgVH hanno così separato 

la  LLC-B in due sot togruppi,  la  domanda da porsi era se la  LLC-B era una o  

due malat t ie.  E’ stato2 5 riportato che la LLC-B ha un pro filo  di espressione 

genica determinato con i microarrays dist into r ispet to  alle alt re malat t ie  

linfopro liferat ive croniche,  ma i due sottot ipi mutato e non mutato di LLC 

sono different i nell’espressione di un piccolo numero di geni.   

In una ser ie numerosa di pazient i,  Rassent i e  alt r i1 7  hanno dimostrato che una 

espressione aumentata di ZAP-  70 predice in modo più significat ivo la  

necess ità di un t rattamento rispet to  alla presenza di uno stato  mutazionale 

non mutato; per  di più l’espressione di ZAP- 70 si mant iene costante ne l 

tempo. 

 

 
 
14.Del Poeta G., Maurillo L., Venditti A., et al., Clinical significance of CD38 expression in chronic 
lymphocytic leukemia, Blood, 2001, 98, 2633-2639. 

17.Cal in G.A.,  Dumitru C.D. , Sh imizu M.,  et  al . ,  Frequen t delet ions and down-regula t ion 
of micro-RNA genes mi R15 and miR16 a t  13q14 in  chron ic l ymphocyt ic l eukemia,  Proc 
Nat l  Acad Sci  USA,  2002,99,15524-15529.  

25.Rosenwald A. ,  Al izadeh A.A. , Widhopf G. ,  et  al . ,  Rela t ion  of gene expressi on  
phenotype t o immunoglobul in  gene expressi on  genot ype in  B cel l  ch ronic l ymhocyt i c  
leukemia,  J Exp Med,  2001,194,1639-1647.  
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In questo studio ZAP-70,CD38, marcatore solubile sCD23, lo  stato 

mutazionale e le  aberrazioni genomiche sono stat i studiat i in una ser ie  

numerosa di pazient i con LLC-B in relazione agli alt r i parametr i d i 

laboratorio  e  all’ informazione clinica.  

In part ico lare no i abbiamo sviluppato un nuovo test  citofluor imetr ico per la  

determinazione della  proteina ZAP-70; abbiamo determinato l’impat to 

prognost ico di ZAP- 70,CD38,di CD23 solubile ,  dello  stato mutazionale  e de i 

sottogruppi citogenet ici.  

Ino lt re,  abbiamo tentato di ident ificare nuovi sottogruppi diagnost ic i 

combinando l’analis i di ZAP-70 e CD38 o di ZAP-70 con lo  stato 

mutazionale.  

Infine abbiamo tentato di valutare se ZAP- 70 poteva sost ituire l’analis i dello  

stato mutazionale per la prognosi.  

L’APOPTOSI 

L’apoptosi è un processo fis io logico con un ruo lo chiave ne lla rego lazione 

dell’omeostasi t issutale; morfo logicamente è carat ter izzata dalla diminuzione 

del vo lume cellulare,  dalla  perdita  delle  spec ializzazioni d i membrana, dalla  

condensazione del nucleo, dalla  frammentazione e degradaz ione del DNA. La 

cromat ina degradata si compat ta in granuli che si spostano verso la per ifer ia  

del nucleo ed,  insieme ad alt r i framment i di mater iale nucleare,  raggiungono  

la membrana plasmat ica,  dove vengono circondat i da evag inazioni della  

membrana stessa,  fornendo alla cellula un aspet to simile a bo lle (blebbing),  

che successivamente si staccano e vengono fagocitate dai macro fagi.  La 

morte cellulare programmata cost ituisce un sistema per r imuovere le cellule  
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invecchiate o  danneggiate ed è rego lata dall’interazione di proteine che 

promuovono e inibiscono tale processo.  

Gli aspet t i morfo logic i dell’apoptosi sono il r isultato di azioni biochimiche 

effet tuate diret tamente o indiret tamente su st rutture cellular i diverse (DNA,  

membrana plasmat ica,  membrana nuc leare) da cistein-proteasi denominate 

caspas i.  Le caspasi sono classificate in iniz iat r ici ed effet t rici:  sono tutte 

sintet izzate come zimogeni e per essere at t ivate necessitano di un taglio  

proteolit ico,  in conseguenza del fat to  dimer izzano ed espongono i sit i at t ivi.  

Sono le caspasi iniz iat r ici che,  at t ivando le effet t rici,  portano la  cellu la in  

apoptosi.4 5  La caspasi effet t rice generalmente co invo lta  è la  caspasi 3.  

All’at t ivazione di questa si giunge at t raverso due vie che vanno sotto  il nome 

di via est r inseca e via int r inseca.  

La via est r inseca d ipende da fat tor i esterni che operano at traverso recet tori 

situat i sulla  membrana plasmat ica,  not i come superfamiglia  dei recet tori di 

morte cellulare: FAS/CD95 e TNF-R1. I l ligando FAS/CD95 (CD95-L) è un 

omotrimero che interagisce con t re molecole di CD95 a formare un t r imetro 

recet toriale  at t ivo che cambiando di forma interagisce con la  proteina FAS 

che a  sua vo lta espone il dominio  effet tore della  pro-caspasi-8,  at t ivando la a  

caspas i 8.  A sua vo lta la  caspasi 8 at t iva per proteolis i la  caspasi 3 che 

agisce su specific i substrat i.  Uno di quest i substrat i è l’enzima 

desosir ibonucleasi caspasi-dipendente (CAD) che si t rova nel citoso l legato 

ad un inibitore (c-FLIP).   

 

 

45.Meinhardt,  G. ,  Wendtner ,  C.M. , Hal lek,  M.  Molecular  pathogenesis of ch ron ic 
l ynphocyt i c leukemia:  fact or s and signaling pathwa ys r egula t ing cel l  growth  and survival .  
Hematol . ,1999,  77: 282-293.  
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La caspasi 3 stacca l’ inibitore,  r ilascia la  nucleasi che t rasloca nel nucleo e 

iniz ia la  degradazione dei nucleosomi,  portando alla  frammentazione de l 

DNA.  

La via int r inseca è  at t ivata da var ie  forme di st ress cellu lare,  che 

comprendono danni al DNA,  le radiaz ioni U.V.,  gli agent i citotossici o  la  

pr ivazione di c itochine e di fat tori di crescita.  I l ruo lo chiave è svo lto  dalle  

proteine della  famiglia Bcl-2,  divise in due gruppi sulla base dei domini che 

contengono. I l pr imo gruppo comprende le proteine ant i-apoptot iche come 

Bcl-2,  Bcl-x,  Mcl-1 e Bag-1, localizzate sulla  membrana mitocondr iale e at te 

a promuovere la sopravvivenza cellu lare.  Come già precedentemente 

r iportato,  i linfocit i di pazient i affet t i da LLC-B presentano elevat i live lli d i 

Bcl-2 anche in assenza di t raslocazione t (14,18).  La causa della  

sovraespressione di Bcl-2 potrebbe essere almeno in parte dovuta ad una 

completa demet ilazione di entrambe le  copie del gene BCL-2; infat t i,  

ipomet ilazione di un gene conduce alla sovrarego lazione della sua 

espressione.4 5  Non sempre,  tuttavia,  i livelli d i Bcl-2 sono correlat i con lo  

stato  di mut ilazione del gene, in quanto sembrano co invo lt i meccanismi 

aggiunt ivi.  Alcuni studiosi hanno osservato che l’eliminazione del gene BCL-

2 iperespresso comporta una rapida r iduzione del numero delle cellule 

leucemiche, inducendo apoptosi e pro lungando la sopravvivenza dei pazient i,  

a conferma del fat to  che BCL-2 può rappresentare un target  specifico per la  

terapia tumorale.   

 

 

45.Meinhardt,  G. ,  Wendtner ,  C.M. , Hal lek,  M.  Molecular  pathogenesis of ch ron ic 
l ynphocyt i c leukemia:  fact or s and signaling pathwa ys r egula t ing cel l  growth  and survival .  
Hematol . ,1999,  77: 282-293.  
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I l secondo comprende le  proteine pro-apoptot iche con t re domini Bak e Bax e 

quelle con un so lo dominio BH3 come Bad, Bid,  Bik e Bim. Le proteine pro-

apoptot iche agiscono inducendo la formazione di por i sulla  membrana 

mitocondr iale,  che alterando la permeabilit à,  permet tono il r ilascio del 

citocromo-c.  Quest’ult imo insieme alla moleco la adat tatore Apaf-1 e alla  

procaspasi-9,  in presenza di ATP, forma un complesso chiamato apoptosoma.  

Questo complesso at t iva per proteolis i la pro-caspasi 9 a caspasi 9  che dà 

iniz io alla cascata delle caspasi e infine all’apoptosi.   

La cooperazione t ra proteine pro-apoptot iche,  olt re al r ilascio del citocromo-

c,  promuove la liberazione di ult er ior i fat tori apoptogeni:  Apoptosis Inducine 

Factor (AIF) e Smac/DIABLO. La via più importante di r ilascio di AIF parte  

dall’at t ivazione dell’enzima po li-ADP-ribosio po limerasi (PARP-1),  che 

funz iona come “guardiano del genoma”, perché r iconosce il DNA 

danneggiato e scatena gli event i che dist ruggono la cellula.  In r isposta a 

st ress tossici,  PARP-1 aumenta considerevo lmente; questo aumento scatena il  

r ilascio di AIF dai mitocondr i,  che a sua vo lta causa la liberazione d i 

citocromo-c e l’at t ivazione delle caspasi.  Se AIF t rasloca nel nucleo induce 

la condensazione della cromat ina,  la frammentazione del DNA e l’apoptosi.  

Smac/DIABLO, invece,  ha il compito di bloccare gli Inhibitor of Apoptosis 

Proteins (IAP),  mo leco le ant i-apoptot iche in grado di inibire l’at t ività delle  

caspas i.   

Esiste una connessione t ra la via est r inseca ed int r inseca mediata dalla  

caspas i 8 che è  in grado di int eragire con la proteina Bid,  una proteina 

esclusivamente citoso lica,  che t rasloca nei mitocondr i e induce il r ilascio de l 

c itocromo-c.   
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Sono state studiate alt re vie apoptot iche: una via,  caspas i 2 dipendente 

dovuta a danneggiamento del DNA, che porta alla  at t ivazione de lla pro-

caspas i 2; l’a lt ra,  caspasi indipendente medianta da granzima A. Trasportato 

nella cellula at t raverso pori prodott i dalle  per for ine,  granzima A innesca una 

via che porta alla  frammentazione del DNA.4 6 -4 7  La prosecuzione o meno  

nella via apoptot ica dipende dalle proporzioni reciproche delle propeine pro-

apoptot iche e ant i-apoptot iche.  4 8   

RUOLO DELLE CITOCHINE NELL’APOPTOSI 

Le citochine mediano var i t ipi di r isposte ne i linfocit i leucemici,  

contr ibuendo a rego lare la  sopravvivenza,  la differenziazione e l’apoptosi.  I l  

meccanismo che per esempio determina l’iperespressione di Bcl-2 non è 

ancora chiaro e  molto probabilmente è la  conseguenza di uno st imo lo  

proveniente dal microambiente,  che int eragisce con il c lone linfocitar io  

att raverso processi mediat i da lle citochine.  

Numerosi studi hanno dimostrato che diverse citochine possono essere 

prodotte dal c lone leucemico stesso o anche da alt re cellu le del sistema 

immunitar io .  L’Interleuchina 8  (IL-8),  ad esempio, agisce per via autocrina e 

incrementa la resistenza all’apoptosi at t raverso la via Bcl-2-dipendente.  IL-6 

ha un’azione ant i-apoptot ica senza,  tuttavia,  int er fer ire con l’espressione d i 

Bcl-2 o di Bax. 

 

46.Pon t ier i,  G.M. ,  Russo,  M.A. ,  Fra t i,  L.  Patologia  Generale III  Ediz ione,  Ed Piccin ,  
Piccin  Nuova Li brar ia S.p.A. Padova.  

47.Orrenius.  S. ,  Zh ivotosky,  B. ,  Nicotera ,  P.  Regula t ion  of cel l  death :  the calcium-
apoptosis l ink. Nat Rev.  Mol .  Cel l  Bi ol . ,  2003, 4:  552-565.  

48.Leta i ,  A. ,  Sorcinel li ,  M.D.,  Beard,  C. ,  Korsmeyer ,  S.J.  At iapoptot ic BCL-2 is r equired  
for  maintenance of a  model  leucemia.  Cancer  Cel l .  2004,  6: 241-249.  
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Ino lt re,  i l infocit i leucemici sono capaci di secernere IL-6, i cui livelli  

aumentano con il progredire della  malat t ia.  IL-13, inibisce le r isposte 

proliferat ive di IL-2 e protegge i linfocit i B leucemici dall’apoptosi.   

Alt re citochine,  invece,  favor irebbero l’apoptosi: IL-5,  la cui espress ione può  

essere inducibile,  favor isce l’apoptosi spontanea con un meccanismo dose-

dipendente ancora da chiar ire,  e la sua azione è significat ivamente r idotta da 

IL-4. I l ruolo di IL-10 è quello  di favor ire l’apoptosi nelle cellule  

leucemiche ed è nota la sua capac ità di indurre l’espressione del recet tore ad 

alta affinità per IL-2. IL-4 è capace di impedire la proliferazione delle  

cellule B leucemiche in seguito  a var i st imo li e  le  protegge sia  dall’apoptosi 

spontanea che indotta da glucocort ico idi.  Studi in vit ro  hanno dimostrato che 

i linfocit i leucemici,  in presenza di IL-4,  sono resistent i alla  

somminist razione di idrocort isone ed è stata riscontrata anche l’assenza della  

t ipica frammentazione del DNA. L’azione di IL-4 sui linfocit i B in corso d i 

LLC produce l’aumento di espressione di Bcl-2,  quind i l’effet to  ant i-

apoptot ico è mediato dalla capacità di IL-4 di indurre una sovraespressione 

di Bcl-2.   

Molte citochine sono prodotte dai linfocit i T ; ne lla maggior parte de i 

pazient i,  le cellule T cost ituiscono so lo il 2-5% della popolazione 

linfocitar ia,  in contrasto con la  presenza,  in alcuni,  di live lli e levat i d i 

citochine.  4 5 -4 9   
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l ynphocyt i c leukemia:  fact or s and signaling pathwa ys r egula t ing cel l  growth  and survival .  
Hematol . ,1999,  77: 282-293.  
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Questo permet te di ipot izzare che la  produzione di alcune citochine da parte  

del clone leucemico e la modalit à di azione autocrino/paracr ina,  siano parte 

della t rasformazione maligna di queste cellule.   

DOSAGGIO DELL’ANNESSINA V NEL PROCESSO APOPTOTICO 

Mano a mano che il processo apoptot ico  progredisce,  la permeabilità della  

membrana cellulare aumenta progressivamente.  Quello  che si ver ifica è un 

cambiamento conformazionale della membrana plasmat ica e precisamente 

della sua composizione asimmetr ica in fosfo lipidi.  I l mantenimento di tale  

asimmetr ia è un processo energia-dipendente che co invo lge enzimi chiamat i 

flippasi,  la  cui at t ività nelle cellule apoptot iche è però bloccata da un alt ro  

enzima det to  floppasi che – con un meccanismo ‘flip- flop’ – fa passare le  

moleco le di fo sfat idilser ina (PS) dallo  st rato  interno della  membrana a quello  

esterno. L’esternalizzazione della PS – che avviene nelle pr ime fas i 

dell’apoptosi -  consente la parallela  int ernalizzaz ione di un co lorante 

commercia le: questo ‘uptake’ è unidirezionale e porta all’accumulo del 

co lorante all’ int erno della  cellu la.  Mano a mano che il processo apoptot ico  

prosegue e la cellula si r iduce di vo lume il co lorante diventa più concentrato 

e quindi più visibile.  L’incorporazione del co lorante cont inua fino  alla  fase 

di blebbing. Uno di quest i co lorant i commerciali può essere visualizzato con 

la  luce vis ibile,  usando un classico microscopio invert ito ,  e può anche essere 

quant ificato con una fotocamera digit ale oppure con un co lor imetro per 

micropiast re.  L’Annessina V è una proteina con elevata affinit à per la  

fo sfat idilser ina (PS) è una st rut tura di 35-36 kD Ca2+ dipendente.  Po iché 

l’esposizione della PS sulla membrana esterna è stata associata all’ iniz io  

della fase di esecuzione dell’apoptosi,  ben pr ima che sia possibile vedere la  

frammentazione del DNA, il sagg io con Annessina V è considerato un 
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metodo di r ilevazione più precoce di a lt r i metodi basat i sul DNA. La 

t raslocazione di PS sulla superfic ie cellulare esterna,  che si ver ifica con 

qualsiasi st imo lo inizia le d i apoptosi,  non avviene unicamente nell’apoptosi 

ma anche durante la necrosi.  La differenza t ra queste due forme di morte 

cellulare consiste nel fat to  che nelle fasi iniz iali di apoptosi la membrana 

cellulare r imane int at ta mentre ne l momento in cui si ver ifica la  necrosi la  

membrana cellulare perde la sua int egr ità.  Se si procede alla co lorazione 

simultanea della  PS di superficie  con annessina V marcata con moleco le 

fluorescent i  sia FITC che PE e di ce llule  necrot iche con ioduro di propidio,  

il saggio consente di dist inguere l’apoptosi dalla necrosi in cito fluor imetr ia o  

microscopia in fluorescenza.  Le cellule necrot iche sono facilmente co lorate 

sia con annessina V sia con ioduro di propizio (che invece è escluso dalle  

cellule normali e da quelle  apoptot iche),  mentre le  cellu le apoptot iche sono  

co lorate solo con annessina V 5 0 -5 1 .  

 MATERIALI  E METODI 

289 pazient i consecut ivi e non selezionat i,  affet t i da Leucemia Linfat ica 

Cronica B (LLC-B), sono stat i arruo lat i per questo studio dal 1990 al 2004.  

Tutt i i pazient i r ispondevano ai cr iter i diagnost ici per la LLC-B in quanto 

presentavano immunoglobuline di superficie  a debo le intensit à e  posit ivit à  

per gli ant igeni CD5 e sCD23. I l campione era cost ituto da 148 uomini e 141 

donne con età media di 65 anni (range 37-84) al tempo della diagnosi.  

50.Ra ynal ,  P. ,  and Pol lard H.B.  Annexin :  the problem of assessing the biol ogical  role for  
a  gene famil y of  mul t i funct ional  ca lcium and phosphol ipid-bindig proteins. 
Bi och im.Bioph ys.  Acta  1994,  1197:63-93.  

51.Vermes,  I . ,  Haanen,  C.,  Steffen -Nakken ,  H. ,  and Reutel ingsperger,  C.,  A novel  assa y 
for  apoptosis.  Flow cyt om etr ic detect i on  of phosphatidyl ser ine expression  on  ear ly 
apoptot i c cel ls using fluorescein  label led Annexin  V. J.  Immunol .  Methods 1995,  184:  39-
51.  
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Cellule fresche o cr iopreservate sono state ut ilizzate per l’analis i di ZAP-70 

e CD38. Campioni di siero fresco congelato sono stat i ut ilizzat i per  l’ana lis i 

di sCD23 in 256 paz ient i.  Tut t i i campioni sono stat i racco lt i in un singo lo  

giorno per ogni singo lo paziente e sono stat i valutat i per la diagnosi o  pr ima 

della progressione della ma lat t ia,  o  prima del t rat tamento chemioterapico. 

87 pazient i presentavano uno stadio Rai modificato basso,  189 uno stadio  

int ermedio e 13 un alto  stadio.  149 pazient i su 289 sono stat i sot topost i a  

chemioteraia.  56  sono stat i t rattat i con clorambucile e cort isone; i r imanent i 

93 hanno r icevuto 6 cicli di fludarabina  a dosi convenzionali per 5 giorni 

ogni 28 giorni.  34 pazient i sono decedut i per cause correlate alla  LLC-B a l 

tempo dell’analis i.  

Analis i immunofenot ipica 

Sono stat i ut ilizzat i i seguent i ant icorpi monoclonali coniugat i: ant i-CD23-

PE, ant i-CD38-PE, ant i-CD19-APC, ant i-CD45-FITC, ant i-CD14-PE, ant i-

CD95-PE a ant i-CD10-FITC (Becton Dickinson Immunocytochemestry 

System, San Jose,  CA). 

Le cellule mononucleate del sangue per ifer ico sono state analizzate in  

citometr ia  a  flusso per l’  espressione contemporanea di CD19/CD5/CD38 e 

CD19/CD5/CD23.  2 1  

 

 

 

21.Damle R.N. ,  Bat l iwal la  F.M.,  Ghiot to F. ,  et  a l . ,  Telomere length  and telomerase  
act ivi t y del ineate dist inct ive r epl icat ive features of the B-CLL subgroups defined by IgV 
gene mutations,  Blood,  2004,  103,  375-382.  
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La proteina ZAP-70 e’ stata determinata in citometr ia a flusso.  Le cellule 

mononucleate del sangue per ifer ico sono state fissate e permeabilizzate con 

un reagente commercia le Fix e Perm kit  (Ca ltag Laboratories,  

Bur lingame,CA). 

Le cellule sono state messe in due provet te e incubate la pr ima con  10 µ l d i 

ant icorpo isot ipico di topo IgG1 coniugato con il co lorante Alexa fluor 488 ; 

la seconda con 10 µ l d i ant icorpo monoclonale ant i-ZAP-70 coniugato con 

Alexa fluor 488 (clone 1E7.2 isot ipo IgG1) per 20 minut i a  temperatura 

ambiente al buio.  Dopo due lavaggi con PBS le ce llule nella  pr ima provet ta 

sono state t rattate con i controlli isot ipici di topo IgG1 PerCP, APC, PE 

mentre le cellule nella  seconda provet ta erano incubate con 10µ l d i CD19 

PerCP, 10 µ l d i CD5 APC e 3 µ l CD3 PE piu’ 3 µ l d i CD56 PE (Becton 

Dickinson) per 15 minut i a temperatura ambiente.  

Infine i campioni sono stat i analizzat i con il c ito fluor imetro a flusso FACS 

Calibur (Becton Dickinson) con un gate regione di analis i sulla florescenza 2 

detector di modo che almeno 5000 cellule T e natural killer venissero 

analizzate per ogni campione. 

L’analis i ZAP-70 effet tuata con il so ftware CellQuest  1 5   e’ mostrata ne lla  

figura 1A. 

La figura 1B mostra i live lli d i espressione di ZAP-70 nei linfocit i in quat t ro 

pazient i con LLC assieme ai livelli di stato mutazionale dei geni IgVH  

 

 

15.Cal igar is-Cappio F. ,  Ham blin  T.J.,  B-cel l  ch ron ic l ymphocyt ic l eukemia:  a  bi rd of a  
di fferen t  fea ther , J Cl in Oncol ,  1999, 17,  399-408.  
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Test  d immunoenzimat ica 

I l test  immunoenzimat ico del ant igene CD23 (sCD23) so lubile e’ stato 

effet tuato con una metodica standard.2 1  La soglia  di posit ivit à e’ stata fissata 

al valore di sCD23  super iore a 70 U /ml.  

FISH in inter fase 

Test  di ibr idizzazione separat i sono stat i effet tuat i per loci sui cromosomi 11 

12 13 e 17. Per i cromosomi 11 (q23,) 13 e 17 sono stat i ut ilizzat i probes  

commercia li (ATM-2,Rb-1, e  p53 r ispet t ivamente),  (Vysis,  London,United 

Kingdom). 

Un probe per il DNA CEP12 legato al co lorante SpectrumGreen e’ stato 

ut ilizzato per visualizzare la aneuplo idia del cromosoma 12. 

LSIp53,  legato al co lorante SprectrumOrange (Vysis),   e’ stato  ut ilizzato per 

valutare la delezione del cromosoma 17 p13.1.  

Noi abbiamo usato linfocit i del sangue per ifer ico separat i con una 

centr ifugazione per gradiente di densit à,  t rattat i con so luzione ipotonica 

(KCl) e fissat i con metano lo-acido acet ico.  

I  vet rini sono stat i messi su una piast ra a 80° C per vent i minut i e d isidratat i 

per due minut i con etano lo al 70%, 80% e 100% e infine essiccat i all’ar ia.  
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I vetr ini sono stat i post i su una piast ra prer iscaldata a 37° C e,  ciascuno d i 

essi,   e’ stato  incubato con 5 µ l d i probe in so luzione tamponata.  

Successivamente i vet r ini sono stat i sigillat i con un copr iogget to  e inser it i 

nella macchina per l’ ibr idizzazione (Vysis Hybr ite machine).  La 

denaturazione è stata effet tuata a 68° C per 5 minut i e  l’ibr idizzazione a 37° 

C per  tutta la  notte.  I  vet r ini sono stat i lavat i con una so luzione 0.4x 

SSC/0.3%NP-40 per 2 minut i a 71° C e,  successivamente,  con una so luzione 

2 x SSC a temperatura ambiente.  Infine i nuclei sono stat i contrastat i con  

4’,6’ – diamidino-2-phenilindo le (DAPI) e i segnali visualizzat i con 

microscopio Olympus BX51. 

Sono state esaminate 200 cellule in int er fase con spot  di fluorescenza ben 

definit i.  

Analis i dello stato mutazionale IgVH  

L’RNA totale fu est rat to  e ret rot rascr it to . 2 2   I  cDNA r isultant i,  testat i per la  

sintesi della  pr ima elica 2 3 ,  sono stat i amplificat i ut ilizzando una miscela di 

pr imers di appaiamento di senso sia per il VH  1,  at t raverso la sequenza leader  

VH6, che all’est remit a’ 5’ di VH  1 t ramite VH6 FR1.6 -2 4   

 

6.Hamblin  T.J.,  Orchard J.A. ,  Gardiner  A.,  et  a l . ,  Immunoglobul in  V genes and CD38 
expressi on  in  CLL,  Blood,  2000,  95, 2455-2457. 

22.Messmer  B.T. ,  Messmer  D. ,  Al len  SL,  et  a l . ,  In  vivo measuremen ts document  the 
dynamic cel lular  kinet ics of ch ron ic lymphocyt ic leukemia B cel ls,  J Cl in  Invest ,  2005,  
PMID,  1571-1642.  

23.Hamblin  T.J.,  Davis Z. ,  Gardiner  A. ,  et  a l. ,  Unmutated IgV(H) genes are associa ted  
wi th  a  more aggressi ve  form of ch ron ic l ymphocyt i c l eukemia,  Bl ood,  1999,  94,1848-
1854.  

24.Hamblin  T.J. ,  Orchard J.A.,  Davies Z.A. ,  et  a l . ,  How man y somat ic mutat ions should 
we a l low in  ch ron ic lymphocyt i c leukemia wi th  unmutated IgVH genes ? Bl ood,  
2004,104,  219a.  
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Quest i pr imers sono stat i coniugat i ad una miscela di pr imers ant isenso 

complementar i alla reg ione della  linea germina le  J H .  2 6  

I  prodott i amplicat i e pur ificat i,  inser it i ne lla PCR2.1-TOPO vector 

(Invit rogen,Milano,Italia) sono stat i amplificat i in cellule competent i   

TOP10  One  Shot   e clonat i.  (Invit rogen).   

I  DNA plasmidic i sono sat i iso lat i da co lonie in modo random e sequenziale 

usando un sequenziatore automat ico di DNA (ABI PRISM 3100; Applied 

Biosystem,Foster City,  CA). I l confronto tra le sequenze ottenute e quelle  de i 

var i geni della   linea germina le IgVH  fu effet tuato  t ramite la banca dat i 

IgBLAST ut ilizzando il so ftware di analis i sequenzia le Mac Vector 7.1 

(Acceler ys;Symantec San Diego ,CA). Solo nel momento in cui veniva 

ident ificato lo  stesso r iarrangiamento  VHDJH   in almeno 5 - 10 cloni,  una data 

sequenza IgVH  veniva ult er iormente analizzata.  L’allineamento delle  

sequenze IgVH, ut ilizzabili per ciascun paziente,  spesso r ivelavano, per le  

mutazioni condivise da tut t i i t rascr it t i analizzat i,  un numero di mutazioni 

unico o parzia lmente condiviso.  

Per questa ragione, tut te le analisi mutazionali sono state condotte in ognuno 

dei t rascr it t i IgVH   separatamente,  e la percentuale di mutazioni assegnate ad 

un dato LLC-B è stato  il valore medio della percentuale di mutazioni t rovate 

in ogni t rascr it to . Le sequenze VH  che si discostavano più del 2% dai geni 

della linea germinale corr ispondente sono stat i definit i come mutat i.               

 

26.Rober tson  L.E. ,  Plunket t  W.,  McConnel l  K. ,  et  a l . ,  Bcl-2 expressi on  in  chronic 
l ymhocyt ic leukemia and its cor rela t ion wi th  the induct ion  of apopt osis and cl in ical 
outcom e,  Leukemia,1996,10,  456-459.  
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Analis i stat ist ica 

Tutte le analis i stat ist iche sono state effet tuate al termine della racco lta dat i.  

La correlazione t ra gli stadi di Rai modificat i o  

linfoadenopat ia/splenomegalia o  la β2 - microglobulina e le percentuali d i 

ZAP-70 sono state effet tuate con il test  di Fisher a due code. 

Allo stesso modo sono state analizzate le associazioni t ra ZAP-70 e stato 

mutazionale o i sottogruppi citogenet ici.  

Le correlazioni t ra le  percentuali di ZAP-70 o CD38 e la r isposta alla  

fludarabina sono state determinate mediante il test  di regressione logist ica 

per var iabili categor iche.  

I l coeffic iente di  Spearman e’ stato  ut ilizzato per quant ificare il grado di 

associazione t ra le percentuale di ZAP-70 e di CD38 o di CD23 so lubile.  

La r isposta e’ stata valutata con i cr iteri del Nat ional Cancer Inst itute 

Working Group. 

La sopravvivenza libera da progressione e la sopravvivenza globale sono  

state valutate con il metodo di Kaplan e Meier e il paragone t ra i d ivers i 

gruppi è  stato  effet tuato t ramit e il log-rank test .  I l modello  di regressione 

proporzionale  di Cox e’ stato ut ilizzato per valutare l’effet to  indipendente 

delle covar iabili t rat tate come dicotomiche sulla   sopravvivenza libera da 

progressione e la sopravvivenza globale.  
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RISULTATI 

ZAP-70, CD38, sCD23 ,  stato mutazionale  IgVH e FISH 

Come r iportato in let teratura 1 5 -1 7 -2 8  una popolazione di cellule di LLC e’ 

stata considerata posit iva per ZAP-70 quando almeno il 20% delle  cellule B 

espr imevano l’ant igene. 104 pazient i erano considerat i ZAP-70 posit iv i 

(36%) e 185 ZAP-70 negat ivi (64%). 

Per confermare la stabilità dell’espressione di ZAP-70, durante il corso della  

malat t ia,  sono stat i analizzat i campioni sequenziali da 32 pazient i (2-3 

campioni per paziente) entro un per iodo var iabile da 4 a 36 mesi.  In 28 su 32 

casi l’espressione di ZAP-70 mostrava differenze infer ior i al 10%. La % d i 

cellule B che espr imevano CD38 var iava da 0% a 87 % e la soglia di 

posit ivit à era fissata al 30% come precedentemente r iportato. 2 1   

67 pazient i (23%) erano CD38+e 222 pazient i (77%) erano CD38-. Infine 

sCD23 era super iore a 70 U/ml in 82 pazient i (32%) e infer iore a 70 U/ml in  

172 pazient i (68%). 
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La correlazione di Spearman t ra le  % di posit ivita’ di ZAP-70 e quelle  d i 

CD38 era par i a  r  = 0.35 (P<0.001) e  quella  t ra ZAP-70 e i live lli d i sCD23 

era par i a r  = 0.32 (P<0.001),  indicando una correlaz ione diret ta moderata.  

Ino lt re in 140 pazient i analizzat i sia per le  mutazioni IgVH e l’  espressione 

di ZAP-70 il 93% dei pazient i con bassi livelli d i ZAP-70 presentavano  

mutazioni IgVH super ior i al 2% (P<0.001) confermando una correlazione 

molto st retta.  

Ugualmente,  85 su 101 pazient i CD38- presentavano mutazioni IgVH 

super ior i al 2% (P<0.001).  Infine anche i livelli bassi di sCD23 erano  

significat ivamene correlat i con lo  stato  mutato delle IgVH (66/76, con sCD23 

< 70 U/mL presentavano mutazioni IgVH >2%, P<0.001).  

157 pazient i erano analizzat i mediante la FISH in int er fase per valutare le  

delezioni r iguardo ai cromosomi 17p13,  11q23, 13q14 e la t r isomia della  

banda 12q13. Riguardo a sottogruppi citogenet ici,  85 pazient i (54%) 

presentavano un car iot ipo normale e 42 (27%) presentavano 13q-.30 pazient i 

(19%) presentavano t r isomia 12 (16 pazient i) ,  11q- (11 pazient i)  e  17p- (3  

pazient i) .  Esisteva una correlazione significat iva t ra posit ività di ZAP-70 e 

sottogruppo citogenet ico ad alto  r ischio comprendente t risomia 12,11q-,17p-

(P=0,002).  

ANDAMENTO CLINICO 

Non era r iscontrata nessuna correlaz ione significat iva t ra sesso e posit ività di 

ZAP-70. Abbiamo  trovato associazioni significat ive t ra ZAP-70, super iore a l 

20%, e stadio di Rai modificato intermedio/alto  (P<0.001) ( tab.1) o  t ra ZAP-  

70 e la presenza di linfoadenopat ie mult iple pro fonde e/o splenomegalia  
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(P<0.001 ) (tab.1) e t ra ZAP-70 e livelli e levat i di ß2-microglobulina 

(P<0.001; Tab1).  

I l tempo di raddoppiamento linfocit ar io ,  infer iore a  12 mesi,  era osservato in 

27 pazient i:19/27 (70%) avevano valor i elevat i di ZAP-70 (P<0.001).  Ino lt re  

80/104 pazient i (77%) ZAP-70+ erano trattat i per la loro malat t ia mentre 

so ltanto 64/185 (35%)  ZAP-70- erano t rattat i.  93 pazient i erano t rattat i 

mensilmente con sei c icli per cinque giorni d i fludarabina a dos i 

convenziona li e ot tenevano una percentuale di remissione completa par i al 

46%. Una percentuale più elevata di remissioni complete era r iscontrata sia  

nei pazient i ZAP-70- che in quelli CD38- (Tab.2).  Una minore sopravvivenza,  

libera da progressione, era osservata nei pazient i ZAP-70+ (P<0.001 fig.2a),  

in quelli CD38+ (P<0.001 fig.2b) e,  infine,  in quelli con valor i elevat i di 

sCD23 (P<0.001 fig.2c).  

Ugualmente una sopravvivenza globale più breve era osservata nei pazient i 

ZAP-70 + (P<0.001 fig.3a),  in quelli CD38+ (P<0.001 fig.3b ) e meno 

significat ivamente nei cas i sCD23+ (P = 0.013 fig.3c ).  

La posit ività o  negat ività contemporanea di ZAP-70 e CD38 permet teva d i 

ident ificare due sottogruppi di pazient i,  il pr imo a cat t iva prognosi ed i l 

secondo a buona prognosi r iguardo sia  alla  sopravvivenza libera da 

progressione (P<0.001 fig.4a)  che alla sopravvivenza globale (P<0.001 fig  

4b).  

Riguardo alle aberrazioni genet iche,  abbiamo osservato una sopravvivenza 

libera da progressione, più breve nei pazient i con anomalie genet iche 

sfavorevo li quali 17p-,11q- e  t r isomia 12, globalmente definite  come 
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sottogruppo ad alto  rischio,  r ispet to  ai pazient i con car iot ipo normale (P = 

0.004 fig.5a ).  I  pazient i con 13q-  mostravano un andamento clinico 

int ermedio.  Ino lt re la posit ivit à per  ZAP-70 era associata con una 

sopravvivenza libera da progressione significat ivamente più breve sia all’  

int erno del car iot ipo normale (P<0.001 fig.5b ) che all’ interno de l 

sottogruppo ad alto  rischio (P = 0.02 fig.5c ).  Infine,  abbiamo effet tuato una 

analis i mult ivar iata secondo il modello  di Cox r iguardo alla sopravvivenza 

libera da progressione e alla  sopravvivenza globale.  Riguardo alla  

sopravvivenza libera da progressione,  ZAP-70, sCD23 e stadi di Rai 

modificato erano confermat i fat tori prognost ici indipendent i (tab 3).  

Riguardo alla  sopravvivenza globale so ltanto ZAP-70 era un fat tore 

prognost ico indipendente,  laddove CD38 mostrava un t rend verso la  

significat ività stat ist ica (Tab. 4).  

DISCUSSIONE 

L’espressione di ZAP-70, determinata in citometr ia  a flusso,  e’ stata 

ident ificata in numerosi studi come fat tore importante predit t ivo di 

progressione di malat t ia e di sopravvivenza nella LLC-B. 1 -1 5 -1 7 -2 8  
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Noi abbiamo  usato una metodica cito fluorimetr ica,  ben standardizzata,  1 5    

per la determinazione di ZAP-70 ma l’ut ilizzo di un nuovo fluorocromo  

Alexa Fluor,  diret tamente coniugato con l’  ant icorpo monoclonale ant i ZAP-

70 clone 1E7.2,  ci ha  permesso di ottenere un segnale più chiaro e potente di 

quello  normalmente ottenuto con ant icorpi non coniugat i come il c lone 

2F3.2.  

Gibbs  ed alt r i 2 9  hanno dimostrato che l’ant icorpo ant iZAP-70 clone 1E7.2 e 

il metodo di fissazione e  permeabilizzaz ione con il kit  Fix e Perm erano i più 

semplic i da ut ilizzare e la combinazione più sensibile e specifica.  Quind i 

questa combinazione può fornire un metodo citofluor imetr ico standardizzato 

che potrebbe essere introdotto  nell’effet tuazione di un pannello d i rout ine 

per l’ immunofenot ipo della  LLC in un laboratorio di diagnost ica clinica.  Per  

di più questo miglioramento tecno logico ha permesso di definire un cutoff  

ott ima le in termini di percentuali di cellule ZAP-70+ in grado di suddividere i 

pazient i con LLC-B in due sot togruppi con andamento clinico diverso.  

Ino lt re i live lli d i espressione di ZAP-70 erano stabili nel tempo nella  

maggior parte dei pazient i,  in nessuno dei quali le var iazioni nell’espressione 

di ZAP-70 superava il cutoff del 20%.  

 

 

 

 

 

 

29.Rai  K.R. ,  Peter son  B.L. ,  Appel baum F. R. ,  et  a l . ,  Fludarabine compared wi th 
ch lorambuci l  as pr imary therapy for  ch ron ic lymphocyt ic  leukemia,  N Engl  J Med,  2000,  
343,1750-1757.  



 36 
 

Sebbene i dat i in let teratura 1 7 -3 0   indichino un certo grado di var iabilità  

nell’espressione di ZAP-70, la prediz ione di prognosi,  fat ta alla d iagnosi,  

non cambia nella maggior parte dei casi.   

Comunque ulter ior i analisi nel tempo di ZAP-70 e la standardizzazione de i 

protocolli d i c itometr ia a flusso sono necessar i per r iso lvere questo punto.  

Noi abbiamo dimostrato che l’espressione di ZAP-70 era correlata  

significat ivamente con l’ant igene CD38; entrambi quest i due marcatori sono 

maggiormente espressi nelle LLC-B non mutate e rappresentano un  fenot ipo 

LLC-B maggiormente at t ivato.  Probabilmente il sottogruppo di LLC-B che 

espr ime ZAP-70 e CD38 può essere rappresentat ivo di una cont inua 

st imo lazione in vivo, la  quale spiegherebbe il decorso di ma lat t ia più 

aggressivo osservato in quest i pazient i.1 0   Chen  e alt r i1 1  hanno dimostrato 

che l’espressione di ZAP-70 e’ associata  con un incremento del segnale 

t ramit e il recet tore della  cellu la B nella  LLC-B. Questo incremento de l 

segnale int racellu lare potrebbe influenzare sia la  sopravvivenza che la  

proliferazione delle  cellule B g iust ificando una tendenza verso una 

progressione della malat t ia.   

 

10.Montser ra t  E.,  Sanchez-Bisono J. ,  Vinolas N..  Rozman  C. ,  Lymphocyt e doubl ing t ime 
in chron ic lymphocyt ic leukaemia :  analysis of i t s prognost ic sign ificance,  Br  J Haematol ,  
1986,  62, 567-575.  

11.Keat ing M.J.,  Kan tar jan  H. ,  Frei r eich  E.J. ,  O’Br ien  S. ,  The serum � 2 -microglobul in  
(�2m) level  i s more power ful  than  stage in predict ing r esponse and survival  in  chron ic 
l ymphocyt ic leukemia (CLL),  Blood,1995,  606a. 

17.Cal in G.A.,  Dumitru C.D. , Sh imizu M.,  et  al . ,  Frequen t delet ions and down-regula t ion 
of micro-RNA genes mi R15 and miR16 a t  13q14 in  chron ic l ymphocyt ic l eukemia,  Proc 
Nat l  Acad Sci  USA,  2002,99,15524-15529.  

30.Rossi  J.F. ,  van  Hoof A. ,  de Boeck  K. ,  et  a l . ,  Efficacy and sa fet y of ora l  fludarabine 
phosphate in previ ousl y un tr eated pat ien ts wi th  chron ic lymphocyt ic leukemia,  J Cl in 
Oncol ,  2004,  22 ,1260-1267.  
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I l nost ro studio conferma l’associazione significat iva di ZAP-70 nelle  LLC-B 

e i geni IgVH non mutat i,  in accordo con i r isult at i d i alt r i studi 1 5 -1 7  anche 

se i meccanismi che potrebbero spiegare la relazione t ra ZAP-70 e stato  

mutazionale IgVH sono ancora sconosciut i.  Nel nostro studio abbiamo  

dimostrato ino lt re una significat iva correlazione t ra aberrazioni citogenet iche 

sfavorevo li e l’ espress ione di ZAP-70. 

Dal punto di vista clinico l’espressione di ZAP-70 era significat ivamente 

correlata con gli stadi di Rai più avanzat i,  con important i linfoadenopat ie  

profonde, sp lenomegalia  e più breve tempo di raddoppiamento linfocitar io ,  

tutt i segni di ma lat t ia at t iva ed aggressiva.  Ino lt re vi era un più grande 

numero di pazient i ZAP-70+  sot topost i a t rattamento al tempo della nostra 

analis i r ispet to  ai pazient i ZAP-70-.  Ino lt re,  le percentuali d i r isposta 

completa alla fludarabina erano significat ivamente correlate sia con le  

percentuali di ZAP-70  che con l’espressione di CD38, confermando che 

quest i marcatori bio logici possono essere ut ilizzat i per predire la  

chemiosensibilit à dei pazient i con LLC-B. Abbiamo, ino lt re,  dimostrato che 

la posit ività di ZAP-70 era significat ivamente correlata ad un andamento 

clinico sfavorevo le sia  per quanto riguarda la  sopravvivenza libera da 

progressione che per la  sopravvivenza globale,  in accordo con gli studi  d i 

Crespo, Orchard e Rassent i.  1 5 -1 6 -1 7    

 

15.Caligaris-Cappio F., Hamblin T.J., B-cell chronic lymphocytic leukemia: a bird of a different feather, J Clin 
Oncol, 1999, 17, 399-408. 

16.Bich i  R. ,  Sh in ton  S.A.,  Mart in  E.S.,  et  a l . ,  Human  ch ronic l ymphocyt i c leukemia  
model ed in  mouse by targeted TCL1 expressi on   Proc Nat l  Acad Sci  USA,  2002,  99, 6955-
6960.  

17.Cal in G.A.,  Dumitru C.D. , Sh imizu M.,  et  al . ,  Frequen t delet ions and down-regula t ion 
of micro-RNA genes mi R15 and miR16 a t  13q14 in  chron ic l ymphocyt ic l eukemia,  Proc 
Nat l  Acad Sci  USA,  2002,99,15524-15529.  
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Per di più anche l’espressione elevata di CD38 e gli e levat i livelli di sCD23 

erano significat ivamente associat i sia ad una r idotta sopravvivenza libera da 

progressione che ad una r idotta sopravvivenza globale,  confermando i nost r i 

precedent i r isult at i.2 1    

L’ analisi combinata di ZAP-70  e  di CD38 infine ci permet teva di separare i 

nost r i pazient i in t re sot togruppi: ZAP-70-/CD38- con un andamento clinico  

molto favorevo le,  ZAP-70 +/CD38+  a prognosi mo lto sfavorevo le,  e  pazient i 

discordant i ZAP-70/CD38 con un andamento clinico intermedio.  Ancora i l  

nost ro studio ha confermato l’importanza prognost ica dell’analis i de i 

cromosomi mediante FISH nella LLC-B dimostrando una più lunga 

sopravvivenza libera da progressione nel car iot ipo normale e nella delezione 

13q r ispet to  alle  aberrazioni genet iche ad alto  r ischio,  come la t r isomia 

12,11q- e 17p- come e’ stato  precedentemente r iportato.  1 9 -2 0   A tutt ’oggi non 

ci sono studi important i sul significato prognost ico combinato di ZAP-70 e  

citogenet ica nella LLC-B. 2  Nel nostro studio la proteina ZAP-70 ha 

confermato una importante capacit a’ predit t iva po iché ci consente di 

dist inguere paz ient i con una più breve sopravvivenza libera da progressione 

o con una breve sopravvivenza globale all’interno del car iot ipo normale e de l 

sottogruppo ad basso r ischio,  laddove la progressione era eterogenea.  

2. Cheson B.D., Bennett J.M., Grever M., Kay N., Keating M.J., O’Brien S., Rai K.R., National Cancer 
Institute-sponsored Working group guidelines for chronic lymphocytic leukemia: revised guidelines for 
diagnosis and treatment, Blood,1996,87, 4990-4997. 

19.Chiorazzi  N. ,  Rai  K.R. ,  Fer rar ini  M. ,  Chronic l ymphocyt i c l eucemia .  N Engl  J Med,  
2005,352,  804-815.  

20.Chen  L. ,  Apgar  J. ,  Huynh  L. ,  et  a l . ,  ZAP-70 dir ect l y enhances IgM signaling in  
ch ronic lymphocyt i c leukemia,  Blood,  2005,  105, 2036-2041.  

21.Damle R.N. ,  Bat l iwal la  F.M.,  Ghiot to F. ,  et  a l . ,  Telomere length  and telomerase  
act ivi t y del ineate dist inct ive r epl icat ive features of the B-CLL subgroups defined by IgV 
gene mutations,  Blood,  2004,  103,  375-382.  
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I l s ignificato prognost ico indipendente dell’ espressione di ZAP-70 sul 

decorso clinico de i paz ient i con LLC-B era infine corroborato dall’analis i 

mult ivar iata r iguardo alla sopravvivenza libera da progressione e alla  

sopravvivenza globale ( Tab.3-4).  

CONCLUSIONI 

I l nost ro studio dimostra che l’aumentata espressione di ZAP-70 da parte  

delle cellu le LLC-B e’un fat tore predit t ivo di progressione di ma lat t ia più 

significat ivo r ispet to  alla presenza di CD38 e di sCD23. Per di più ZAP-70 e’ 

in grado di predire un decorso clinico diverso all’ interno dei grupp i 

citogenet ici in int er fase.  I  nost r i r isult at i sugger iscono un ruo lo prognost ico 

super iore di ZAP-70 r ispet to  a CD38 e allo  stato  mutaziona le IgVH .  

Per di più questo parametro può essere determinato facilmente e rapidamente 

in citometr ia a flusso anche se ulter ior i studi sono necessar i per sviluppare 

un protocollo  cito fluor imetr ico standardizzato.  Ino lt re poichè l’espressione 

di ZAP-70 sembra essere stabile  nel tempo potrebbe essere usato,  al momento 

della diagnosi,  per ident ificare pazient i a maggior r ischio di una precoce 

progressione d i ma lat t ia.  Infine,  nella larga prevalenza dello  stadio di Ra i 

int ermedio,  r iscontrato nella nostra ser ie di pazient i (189/289,65%), rafforza 

l’ importanza della  determinazione di ZAP-70. Po iche’ pazient i che 

appartengono a questo stadio possono avere sia un decorso indo lente che 

rapido ed aggressivo, l’informazione sui live lli d i espressioni di ZAP-70, può  

essere di grande aiuto per il c linico,  per selezionare quali pazient i siano  

eleggibili o  no, per il t rattamento.  Trials clinici di t rattamento, st rat ificat i in 

base a marcatori prognost ici quali ZAP-70, sono ora sicuramente 

indispensabili.  3 8   
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