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1. INTRODUZIONE 

 

1.1 Il Linfoma di Hodgkin 

Il Linfoma di Hodgkin rappresenta lo 0.6% di tutte le forme tumorali maligne a 

livello mondiale.1 

In Europa si registra un’incidenza annuale di 2.3 nuovi casi/100.000 abitanti e in 

Italia di 2.5 casi su 100.000, secondo i dati del 2012 dell’EUCAN (European Cancer 

Network), (Tabella 1).2 

 

Tabella 1: Stime di incidenza, mortalità e prevalenza per il Linfoma di Hodgkin nel 2012  

 Incidence Mortality  Prevalencee  

         

Country Number Rate Number Rate 1-year 3-year  5-year 

         

Europe 17584 2.3 4622 0.5 13027 37232  59817 

 Italy 1584 2.5 422 0.5 1186 3384  5430 

Fonte: Studio dell’ EUCAN per International Agency for Research on Cancer (WHO), 2012. (Age Standardised   

Rate per 100,000). 

 

In Italia, nel periodo 1998-2002 il linfoma di Hodgkin (LH) ha rappresentato sia tra 

gli uomini che tra le donne lo 0,5% di tutti i tumori diagnosticati e ha causato lo 0,2% 

del totale dei decessi tumorali in entrambi i sessi. La sua rilevanza è maggiore nelle 

fasce di età più giovani (0-44 anni), in cui costituisce la quarta sede per frequenza e 

rappresenta il 5,8% del totale dei tumori nei maschi e il 3,6% tra le femmine. La 

curva di distribuzione per età mostra un tipico andamento bimodale con il primo 

picco di incidenza che si registra in giovane età (circa 20 anni) seguito da un secondo 

picco in tarda età, dopo i 65 anni, (Figura 1)3. 



 

Figura 1 

 

AIRTUM, Associazione Italiana Registri Tumori 

 

 

Per quanto riguarda l’andamento nel tempo, l’incidenza del linfoma di Hodgkin non 

presenta un chiaro trend anche se, secondo un rapporto del 2006 dell’AIRTUM, 

sembra aumentare nel tempo almeno nelle donne, mentre la mortalità è in costante 

riduzione. 

 

 

 

 

 

 

 



 

   1.1.1 Eziologia, patogenesi, classificazione istologica e biologia 

L’ eziologia del linfoma di Hodgkin non è del tutto compresa. Osservazioni 

epidemiologiche e di biologia molecolare dimostrano in circa il 50% dei casi di 

linfoma di Hodgkin l’integrazione del genoma del virus di Epstein-Barr, dato che 

porta ad ipotizzare una correlazione patogenetica tra infezione ed insorgenza di LH. 

È possibile che sia proprio la presenza di questo virus nelle cellule neoplastiche che 

determina l’attivazione costitutiva del pathway di NF-kB causando l’evasione di tali 

cellule dal processo di apoptosi4. Le cellule neoplastiche EBV positive esprimono 

un pattern di marcatori virali come LMP1, LMP2a e EBNA1. Invece nei pazienti 

EBV negativi si è ipotizzata la presenza di un secondo agente infettivo capace di 

fungere da agente causativo senza però che questo sia stato rilevato5. È stata inoltre 

descritta una familiarità per la malattia. Il rischio stimato di contrarre la malattia per 

i familiari dei pazienti affetti è da tre a nove volte maggiore, ciò conduce all’ ipotesi 

che un’esigua proporzione di casi (5%) sia la conseguenza di un disordine ereditario6 

. Purtroppo, fino ad ora, nessun meccanismo ereditario è stato identificato. Risulta 

comunque consistente l’associazione tra certi aplotipi HLA e il rischio di LH, 

specialmente HLA-A1 e in misura minore HLA-B5, HLA-B8 E JLA-B187. Le 

immunodeficienze sono, invece, fattori di rischio ben dimostrati in letteratura.  Per 

esempio, i pazienti HIV positivi hanno un rischio maggiore di sviluppare il linfoma 

soprattutto il sottotipo Depleto in Linfociti (LD) e Cellularità Mista (MC). L’ 

incidenza del Linfoma classico è approssimativamente 50 per 100 000 persone all’ 

anno tra i pazienti HIV positivi, da 5 a 20 volte superiore alla popolazione sana. Il 

linfoma a predominanza linfocitaria (LH-PL) non ha un’associazione con l’infezione 

da HIV sebbene siano stati riportati alcuni casi. Il comportamento clinico, inoltre, è 

differente, mostrandosi più aggressivo e con prognosi peggiore richiedendo un 

protocollo terapeutico specifico8. 

Per quanto concerne l’anatomia patologica, il linfoma di Hodgkin è caratterizzato 

da un infiltrato eterogeneo di cellule giganti multinucleate in un background 

infiammatorio. 



 

Il milieu reattivo, che può formare fino al 99% della popolazione esaminata, consiste 

di piccoli linfociti, istiociti, istiociti epitelioidi, neutrofili, eosinofili, plasmacellule, 

e fibroblasti in differenti proporzioni in base al sottotipo istologico di linfoma. 

Questo background infiammatorio è sostenuto da una produzione autocrina e/o 

paracrina di citochine come IL-2, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-13, FGF, TGF, TNF-a. 

Il rilascio di queste molecole è responsabile per la maggior parte dei sintomi riportati 

dai pazienti affetti dal linfoma di Hodgkin ed inoltre fornisce al clone neoplastico la 

capacità di sfuggire al controllo di crescita e di immunosorveglianza 9. 

La presenza di diversi tipi di cellule reattive, in particolare il numero di macrofagi 

infiltranti e di eosinofili può, secondo gli ultimi studi, avere un valore prognostico 

indipendente. Il German Hodgkin Study Group (GHSG) ha evidenziato, infatti, come 

l’eosinofilia, intesa come percentuale di eosinofili nel tessuto linfomatoso, superiore 

al 5% sia associata ad una prognosi peggiore tra i pazienti con diagnosi di LH 

classico tipo sclerosi nodulare10.  

Nel 1994 il linfoma di Hodgkin è stato definito dalla classificazione Revised 

European-American Lymphoma (REAL) e suddiviso in due principali tipi 

anatomopatologici: linfoma a predominanza linfocitaria (LP-HL) e linfoma di 

Hodgkin comune (CHL), (Tabella 2). Il CHL include i seguenti sottotipi: sclerosi 

nodulare (NS-CHL), cellularità mista (MC-CHL), depleto in linfociti (LD-CHL), 

ricco in linfociti (LR-CHL)11. Questa classificazione è stata finalmente adottata dal 

recente schema della WHO del 2008, revisionata nel 2016, ed ha accettato 

definitivamente l’entità, prima provvisoria, del linfoma ricco in linfociti12. Con la 

revisione WHO 201613, nel linfoma di Hodgkin a predominanza linfocitaria nodulare 

(NLPHL) vengono riconosciute le varianti di pattern di crescita che includono anche 

la quantità delle cellule tumorali (rare vs numerose) e la loro distribuzione dominante 

(in sede intranodulare vs extranodulare). Le varianti devono essere riportate nel 

referto diagnostico, in quanto sono associate a differenti connotazioni cliniche. Il 

NLPHL può evolvere verso una proliferazione ricca di cellule T completamente 

diffusa, priva di cellule dendritiche follicolari, che sarebbe coerente con un LBCL 

ricco in linfociti T e/o istiociti (THRLBCL). Dati recenti indicano che la 

progressione verso un processo con caratteristiche di THRLBCL è associata a un 



 

decorso clinico più aggressivo e richiede una gestione diversa. Viene ribadito che il 

linfoma di Hodgkin classico “lymphocyte rich” (LRCHL) presenta aspetti intermedi 

fra il linfoma di Hodgkin a predominanza linfocitaria ed altri sottotipi del linfoma di 

Hodgkin classico, in termini di fenotipo della cellula tumorale e di background 

(Figura 2). Nel dettaglio, le cellule tumorali LRCHL presentano la parziale perdita 

del fenotipo a cellule B, co-esprimono CD30, CD15 e il programma trascrizionale 

delle cellule B14. 

Figura 2: Classificazione WHO 2016 

 

 

 

Il linfoma di Hodgkin a predominanza linfocitaria (LP-HL) rappresenta il 4-5% 

di tutti i casi di linfoma di Hodgkin e differisce molto dal tipo comune in termine di 

morfologia, fenotipo, genotipo e comportamento clinico, condividendo con esso solo 

l’esiguità della componente neoplastica. Per molto tempo è stato chiamato 



 

“paragranuloma nodulare”, secondo la classificazione di Jackson e Parker, per 

l’architettura generale dei linfonodi costituita da noduli di varia dimensione.  La sua 

popolazione neoplastica consiste di grandi elementi chiamati Linfociti ed Istiociti 

(L&H) o cellule a popcorn. Queste cellule mostrano nuclei somiglianti a quelli dei 

centroblasti, con un profilo polilobulare, e piccoli nucleoli (Figura 3, B). 

Le cellule neoplastiche hanno un caratteristico profilo immunofenotipico, in 

particolare esprimono CD45, CD19, CD20, CD22, J chain, EMA e inoltre sono CD 

15 e CD 30 negativi15.  Le cellule L&H sono di solito negative per tutti i marcatori 

dell'EBV mentre la genetica sembra avere un ruolo nella malattia, in quanto le cellule 

neoplastiche spesso contengono riarrangiamenti dei geni delle immunoglobuline e, 

in due terzi dei casi, sono presenti anomalie cromosomiche. 

La variante comune del linfoma comprende quasi il 95% di tutti i casi di linfoma ed 

è rappresentato dalle cellule giganti, chiamate Reed-Sternberg (HRS) o cellule 

diagnostiche, che rappresentano il fulcro della neoplasia. Misurano 20-60 um di 

diametro e presentano una larga rima di citoplasma e almeno due nuclei con nucleoli 

acidofili o anfofilici, coprendo più del 50% del nucleo (Figura 3, A). 

 

 

 

Figura 3 

 

Fig 3: (A) Una tipica cellula di Reed-Sternberg (RS) in un milieu infiammatorio (ematossilina e eosina; 

original magnification, ×500). (B) LP-HL: ad alta risoluzione, qualche cellula popcorn viene visualizzata 

insieme a piccoli linfociti. (Giemsa; original magnification, ×450). 



 

Studi molecolari hanno dimostrato che la maggior parte delle cellule RS, se non tutte, 

originano da uno stesso clone neoplastico che deriva da cellule B dei centri 

germinativi (in accordo con l’analisi dei riarrangiamenti VDJ delle catene pesanti 

dei geni delle immunoglobuline) e da cellule T in quasi il 98% e 2% dei casi, 

rispettivamente16. L’immunofenotipo classico è così caratterizzato: CD45-, CD15+, 

CD30+, CD40+ e EMA- (antigene epiteliale di membrana); nel 20% dei casi è 

possibile che esprimano uno o più marcatori B-associati o nel 10% marcatori T-

associati, anche se più frequentemente hanno un fenotipo “null” (non B e non T) 16. 

Il genoma virale di EBV è riscontrabile in circa il 50% dei casi (raro nel sottogruppo 

LH-SN, in circa il 40% della variante LH-RL, 70% nel LH-CM e quasi il 100% nella 

forma LH-DL). Le cellule del background infiammatorio sono costituite in maggior 

parte da cellule T17. Specifici fattori trascrizionali delle cellule B, Oct-2 e BOB1, 

possono essere d’aiuto nella diagnosi differenziale tra la forma classica in cui 

risultano non dosabili o poco rappresentati e la forma predominanza linfocitaria in 

cui invece sono positivi18. In tabella 2 si evidenziano le principali differenze 

anatomopatologiche e immunofenotipiche dei due sottotipi: LH classico e LH 

predominante linfocitario. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Tabella 2: Diagnosi differenziale tra il Linfoma di Hodgkin Classico e Linfoma a Predominanza 

Linfocitaria 

 

LP-HL CHL 

 

Nodulare 

 

Diffuso 

 

Distribuzione cellulare 

L&H/cellule a popcorn Cellule di Reed- 

Stenberg 

Clone neoplastico 

Linfociti (Bcell > Tcell), istiociti Linfociti (Tcell > Bcell), istiociti, eosinofili, 

plasmacellule 

Background 

Rara Comune Fibrosi 

+ - CD45 

−* + CD30 

- +/− CD15 

+† −/+ Variabile CD20 

+/− Raro EMA 

+/− - J chain 

- + Variabile EBV 

+ - Oct-2 

+ - BOB1 

+ +§ Ig gene riarrangiamento 

Alto Basso Linfociti CD20+ 

Qualcuno Variabile Istiociti 

      EMA: epithelial membrane antigen; *: Debolmente positive in qualche caso; †: negativo raramente;  ‡: di solito iperespresso; §: in 1–2% dei casi di riarrangiamento del      

      recettore delle celluleT 

 

 

 

 

 



 

La ridotta componente di cellule neoplastiche rappresentata nel contesto tumorale 

sottolinea l’importanza del microambiente nello sviluppo e nella progressione del 

LH (Figura 4). 

 

       Figura 4. Le cellule di RS e il microambiente 

 

 

Le cellule di RS instaurano un complesso cross-talk con gli elementi non neoplastici 

sia attraverso interazioni cellula-cellula sia attraverso la produzione di mediatori 

solubili come citochine e chemochine. Tali interazioni portano sia all’amplificazione 

dei meccanismi di proliferazione e auto-mantenimento della cellula neoplastica sia 

a fenomeni di mascheramento immunologico attraverso la modulazione della 

risposta immune, andando ad agire sui linfociti B (soprattutto nel NPLHL) e T 

(helper, citotossici e regolatori) presenti nel microambiente. 

In tale ambito di ricerca molte sono le nuove informazioni riguardo il ruolo svolto 

dai linfociti T nel microambiente del LH19. 

I linfociti T del LH sono in maggior parte costituiti da linfociti Th2 e da linfociti T 

regolatori (Treg). Le cellule RS producono una serie di citochine e chemochine 



 

(CCL17/TARC, CCL22, CCL5, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) in grado di attrarre le 

cellule Th2 e Treg, inducendo la differenziazione dei tumor-infiltrating lymphocytes 

(TIL) verso il fenotipo Th2 e allo stesso tempo secernono una serie di fattori 

(galectin-1, IL-7, IL-10 e TGF-β e macrophage migration inhibitory factor [MMIF]) 

in grado di bloccare i linfociti Th1 e la risposta immunitaria Th1-mediata (Figura 5). 

 

Figura 5. Il microambiente  

 

 

L’identificazione e la caratterizzazione funzionale dell’antigene CD30 e dell’asse 

PD1/PDL1 hanno permesso di sfruttare le molecole come bersaglio terapeutico 

selettivo nel linfoma di Hodgkin. 

Il CD30 è una proteina transmembrana di 120-kDa appartenente alla superfamiglia 

del TNF, il cui gene è localizzato sul cromosoma 1p36 20. 

La molecola mostra un dominio extracellulare simile ad altri componenti della 

famiglia del TNF mentre il dominio intracitoplasmatico possiede delle caratteristiche 

peculiari con la presenza di sequenze leganti TRAFs (TNF receptor-associated 



 

factors) in grado sia di attivare il fattore di trascrizione NF-kB che d’indurre i 

fenomeni di apoptosi (Figura 6). 

Il ligando di tale antigene è il CD30L (CD153), il cui gene è presente sul cromosoma 

9q33 e appartenente anch’esso alla superfamiglia del TNF. È normalmente espresso 

sui linfociti B e T attivati (Th1 e Th2) e a bassa intensità sui monociti e sui 

granulociti21. 

 

Figura 6. Le vie del segnale attivate dal CD30+ 

 

 

Il CD30 è implicato in numerosi meccanismi tra cui i processi di proliferazione e 

sopravvivenza cellulare, la regolazione della produzione di citochine e l’apoptosi, 

sebbene molti dettagli di tali azioni siano ancora da definire. Il sistema CD30-CD30L 

entra nel controllo di vari aspetti della risposta linfocitaria B e T e nella regolazione 

della sopravvivenza timocitaria come dimostrato da studi in vitro e in modelli 

animali 20. 

Le cellule di Reed-Stemberg iperesprimono, inoltre, le molecole PD-L1 e PD-L2 

(Programmed Death Ligand) che si legano a PD-1 presente sulle cellule T del 



 

microambiente, inibendone l’attivazione e la proliferazione ed evadendo così la 

risposta immunitaria. 

In un contesto fisiologico il legame tra PD-L1/2 e PD-1 svolge un’azione inibitoria 

sulle cellule T attivate, limitando l’espansione della risposta immune e facilitando 

quindi la  risoluzione del processo infiammatorio. 

Nella forma classica di LH, alterazioni genetiche a livello del cromosoma 9p24.1 

provocano un aumento dell’espressione di PD-L1 e PD-L2 e studi preclinici indicano 

che le cellule di Reed-Stenberg sono in grado di utilizzare il pathway di PD-1 per 

evadere l’attacco degli effettori immunitari. I nuovi farmaci, inibitori del checkpoint, 

sono volti a bloccare tale via di segnale e permetterebbero di rimodulare la risposta 

immune del microambiente tumorale contro la cellula neoplastica22. 

Per l’identificazione di mutazioni somatiche nelle cellule RS, diversi metodi sono 

stati approvati per isolare le cellule tramite microdissezione da sezioni di tessuto o 

dal sorting cellulare di sospensioni cellulari. Studi iniziali erano focalizzati su 

approcci di geni candidati spesso ispirati dai risultati su precedenti analisi di linee 

cellulari di LH. In questi studi sono state rilevate mutazioni ricorrenti nei membri 

dei pathways di NF-kB e JAK/STAT, causando o, almeno, contribuendo alla 

costitutiva attivazione di tali pathways.23  

La rilevanza patobiologica dell’attivazione costitutiva dei fattori NF-kB e 

JAK/STAT è stata validata da studi funzionali su linee cellulari LH. B2M è stato 

trovato inattivato da mutazioni somatiche in 7/10 casi causando una perdita 

dell’espressione del complesso maggiore di istocompatibilità 1 e quindi un’evasione 

immunitaria facilitata. Uno studio di sequenziamento di esomi su cellule RS da 

tumori microdissecati ha rivelato come mutazione somatica più frequente il gene 

STAT6 (30% dei casi).24  Le lesioni in STAT6 sono mutazioni tipo gain-of-function. 

In totale quasi il 90% dei casi di LH presentano alterazioni genetiche nei fattori del 

pathway JAK/STAT dimostrando il suo ruolo fondamentale nella patogenesi del LH. 

Un altro approccio per individuare mutazioni nel LH è l’analisi genetica delle 

mutazioni del DNA circolante. I geni più spesso affetti da mutazioni somatiche non 

sinonime sono STAT6, TNFAIP3 E ITPKB che spesso co-occorrono nello stesso 

paziente STAT6 e TNFAIP3 si è visto essere più spesso mutati nella forma sclerosi 



 

nodulare rispetto agli altri sottotipi rinforzando la conoscenza che i diversi tipi 

istologici del LH hanno profili genetici differenti25 (Figura 7). 

                

Figura 7. I pathways molecolari mutati nel LH:  

                NF-kB (A), PI3K/AKT (B), cytokine signaling (C), epigenetics (D), immune surveillance                      

               (E), and NOTCH signaling (F). 

 

 

                         Fonte: Spina, V. et al. Circulating tumor DNA reveals genetics, clonal evolution, and residual disease in classical  

                        Hodgkin lymphoma. Blood (2018). doi10.1182/blood-2017-11-812073 

 

  



 

1.1.2 Clinica, Diagnosi, Stadiazione e Prognosi. 

 

La malattia esordisce generalmente con la comparsa di una linfoadenomegalia che 

nel 70-80% si localizza a livello laterocervicale e sovraclaveare, mentre è ascellare 

nel 10-20% ed inguinale nel 6-10%. Raramente, invece, esordisce con localizzazione 

d’organo (milza 10-15%, fegato 10%, polmone 6%, scheletro 5%). Dalle sedi 

linfonodali più frequentemente interessate all’ esordio (laterocervicali/ascellari), il 

linfoma tende a diffondersi con distruzione assiale, coinvolgendo per contiguità 

linfatica, il mediastino sino ad interessamento sottodiaframmatico. Linfoadenopatie 

sottodiaframmatiche esclusive sono infrequenti, verificandosi in meno del 10% dei 

pazienti. I linfonodi superficiali risultano essere di volume aumentato, di consistenza 

duro-parenchimatosa, sono non dolenti, inizialmente mobili sui piani profondi e 

successivamente tendenti a confluire e aderire ai piani circostanti. Per quanto 

riguarda le linfoadenopatie profonde, il mediastino viene coinvolto nel 45% dei 

pazienti con esordio della malattia in I/II stadio sovra diaframmatico.  

La scoperta di una massa mediastinica su una radiografia del torace rappresenta il 

secondo tipo di presentazione d’esordio più comune. La massa può risultare piuttosto 

grande senza però produrre sintomi locali o al contrario, meno frequentemente, 

presentarsi clinicamente in maniera aspecifica con dolore retro sternale,tosse, respiro 

corto. La definizione di massa mediastinica o massa bulky varia leggermente a 

seconda dei criteri adottati dalle varie istituzioni: per l’EORTC (European 

Organization for Research and Treatment of Cancer) il bulky è una massa che abbia 

un rapporto con il diametro massimo trasverso trans-toracico, misurato a livello del 

quinto-sesto spazio intervertebrale, maggiore di 0.35. L’UK National Cancer 

Research Institute (NCRI) e il GHSG usano come limite di significatività un rapporto 

> 0.33. Infine, l’US National Comprehensive Cancer Network (NCCN) definisce la 

massa bulky se il rapporto è > 0.33 o il diametro massimo è superiore ai 10 cm. In 

questo caso è possibile, seppur raramente, evidenziare piccole falde di versamento 

pleurico e/o pericardico26. Fenomeni compressivi sulla vena cava superiore tali da 

determinare una sindrome da ostruzione sono piuttosto rari. Oltre alla tumefazione 

linfonodale, il paziente con linfoma può presentare sintomi sistemici come febbre, 



 

sudorazioni notturne profuse e perdita di peso più del 10% negli ultimi 6 mesi. 

Queste tre manifestazioni sono contrassegnate dalla lettera B (sintomi B) -il prurito 

diffuso sebbene riscontrato nel 10-15% dei casi non viene più considerato tra i 

sintomi poiché non modifica la prognosi- mentre quando assenti si definisce varietà 

A. I sintomi B sono presenti in meno del 20% dei pazienti in stadio I e II ma fino al 

50% negli stadi avanzati.  I pazienti possono presentare una varietà di sintomi 

aspecifici legati ad interessamento d’organo o allo sviluppo di sindromi 

paraneoplastiche tra cui: discomfort, dolore nelle regioni paravertebrali per grosse 

masse retroperitoneali, epatomegalia, splenomegalia, ostruzione ureterale, dolore a 

livello delle linfoadenopatie in caso di ingestione di alcolici, dolore osseo (l’osso è 

coinvolto nel 15% dei casi di LH 27), ipercalcemia, anemia ed eosinofilia. 

 Il decorso clinico del sottotipo Predominante Linfocitario risulta essere più 

indolente di quello del Linfoma classico: sono più frequenti le presentazioni ad uno 

stadio precoce e più frequentemente i pazienti non riferiscono sintomi sistemici ma 

solo una linfadenopatia. In Tabella 3 sono riportate le principali differenze nella 

clinica del Linfoma classico e del Linfoma a Predominanza Linfocitaria, secondo i 

dati ottenuti da uno studio del German Hodgkin Study Group. 

 

 

 

Tabella 3: Differenze cliniche tra CHL e NLPHL 

Patients  NLPHL (n= 394) cHL   (n= 7904) 

 

Age, median (years) 

 

37 

 

33 

Female (%) 25 44 

Male (%) 75 56 

B symptoms (%) 9 40 

Early stage (%) 63 22 

Intermediate stage (%) 16 39 

Advanced stage (%) 21 39 
  
Fonte:  Nogová L,  Rudiger T. and Engert A. “Biology, Clinical Course and Management of “ Nodular  Lymphocyte- Predominant 
Hodgkin Lymphoma”. GHS ;   ASH Education Book January 1, 2006. 

                                                                                                            

http://asheducationbook.hematologylibrary.org/search?author1=Lucia+Nogov%C3%A1&sortspec=date&submit=Submit
http://asheducationbook.hematologylibrary.org/search?author1=Thomas+Rudiger&sortspec=date&submit=Submit
http://asheducationbook.hematologylibrary.org/search?author1=Andreas+Engert&sortspec=date&submit=Submit


 

La diagnosi di Linfoma di Hodgkin viene ottenuta grazie alla valutazione istologica 

del tessuto linfonodale coinvolto. È possibile adottare quali procedure di raccolta del 

tessuto la biopsia escissionale piuttosto che l’agobiospia ottenuta con guida 

ecografica.  Prima di iniziare il trattamento, è necessario definire lo stadio clinico e 

la presenza di comorbidità sulla base di: 

• Anamnesi e esame obiettivo 

• Emocromo, velocità di eritrosedimentazione, LDH e profilo biochimico 

• Definizione dello status sierologico per HIV/EBV/HBV/HCV/HSV  

• Radiografia del torace 

• PET-TC total body con 18Fluorodeossiglucosio  

• Biopsia ossea e agoaspirato midollare 

•      Valutazione preliminare della funzionalità cardiaca, polmonare e tiroidea (in 

vista dell’utilizzo di schemi terapeutici includenti le antracicline, la bleomicina e 

la radioterapia). 

Negli ultimi anni la PET ha assunto un ruolo fondamentale, sia nella stadiazione 

perché si affianca una valutazione qualitativa a quella quantitativa della TC, sia nella 

terapia. Infatti, sono in corso trials clinici sulla Pet ad interim, ossia si valuta una 

prima risposta dopo l’erogazione della metà dei cicli di terapia previsti e in base alla 

captazione si definisce la necessità di shiftare ad un’altra terapia più efficace.                                                                                                                 

Una accurata valutazione dell’estensione della malattia (stadiazione clinica) è alla 

base della definizione prognostica e dell’impostazione della strategia terapeutica. In 

questo contesto è stata proposta una classificazione in stadi (Conferenza di Ann 

Arbor 1971) basata sul concetto che il linfoma di Hodgkin, dopo l’insorgenza a 

livello linfonodale, tende a mostrare una diffusione per contiguità linfatica è soltanto 

successivamente, può mostrare una diffusione in sedi extralinfatiche.                                                                                                

La stadiazione di Costwold, sovrapponibile a quella di Ann Arbor, è stata introdotta 

nel 1989 ed è basata non solo sulla stadiazione clinica ma anche sul volume globale 

del tessuto linfomatoso e della sua possibile estensione extra nodale (tabella 4)28. 



 

        Tabella 4: Stadiazione secondo Ann Arbor/Costwold   

Stadio Sedi coinvolte 

I Una singola regione linfonodale (I) o un unico sito extralinfatico (Iε) 

II Due o più regioni linfonodali dallo stesso lato del diaframma (II) o 

un’estensione locale extralinfatica in aggiunta a  una o più regioni dallo stesso 

lato del diaframma (IIε) 

III Regioni linfonodali da entrambi i lati del diaframma  che potrebbero essere 

accompagnati da un’estensione locale extralinfatica (IIIε) 

IV Interessamento diffuso di uno o più organi o siti extralinfatici 

Fattori 

aggiuntivi: 

A= assenza di sintomi sistemici 

B= presenza di almeno uno dei seguenti sintomi nei precedenti sei mesi: 

perdita di peso superiore al 10%; febbre superiore ai 38 °C; sudorazioni 

notturne ricorrenti 

E= indica estensione extranodale localizzata da una tumefazione linfonodale; 

(la localizzazione all’anello del Waldeyer è linfonodale nel LH e extranodale 

nei LnH). 

Bulky: una singola massa che presenta il diametro maggiore superiore ai 10 

cm o una massa mediastinica che eccede di un terzo il massimo diametro 

trasverso trans toracico misurato a livello del disco intervertebrale T5-T6. 

 

Lo stadio clinico, la presenza dei sintomi sistemici B e la presenza di una malattia 

bulky hanno, da sempre, rappresentato i principali criteri prognostici per i pazienti 

con linfoma. In particolare, la distinzione in stadi operata dalla classificazione di 

Ann Arbor o di Costwolds ha contribuito a stratificare, ai fini terapeutici, i pazienti 

in stadi precoci (I-II A o B) o avanzati (III-IV A o B; I-II B con malattia bulky). 

Parametri clinici e laboratoristici, sono stato introdotti in differenti sistemi 

prognostici. Pazienti con stadio precoce vengono suddivisi in gruppo favorevole e 

non favorevole in accordo alla presenza di fattori di rischio definiti con lievi 

differenze dai gruppi GSHG29 e EORTC30 Entrambi usano questa classificazione per 

definire il programma terapeutico adatto al gruppo di rischio (Tabella 5). 

 

 

 

 

 



 

Tabella 5: Fattori di rischio per l’European Organization for Research and 

Treatment of Cancer (EORTC) e per il German Hodgkin Study Group (GSHG).  

 

 

          * Fattori di rischio per il GHSG  

            ** Fattori di rischio per EORTC 

               Fonte: Mediterr J Hematol Infect Dis 2014; 6: Open Journal System Figure 2 

 

 

Inoltre, per stratificare i pazienti con stadio avanzato si utilizza uno score 

internazionale: IPS (International prognostic score), sono stati identificati sette 

fattori prognostici sfavorevoli, ognuno dei quali riduce la percentuale di 

sopravvivenza del 7-8% a 5 anni31(Tabella 6). I pazienti sono suddivisi in due gruppi 

di rischi (IPS 0-2 vs. IPS 3-5).  

                                           Tabella 6: Fattori prognostici per advanced stages 

International Prognostic Score (IPS) 

• Età ≥ 45 

• Sesso maschile 

• Albumina < 4 mg/dl 

• Emoglobina < 10,5 mg/dl Stadio IV 

• Leucocitosi (conta leucocitaria ≥ 15.000/mm3) 

• Linfocitopenia (percentuale dei linfociti ≤ 8 % e/o 

conta linfocitaria ≤ 600/mm3) 

 



 

1.2 Il ruolo della FDG-PET/TC nella stadiazione e risposta al 

trattamento. 

Negli ultimi anni, si è posta grande attenzione sull’utilizzo delle tecniche di imaging 

per la stadiazione e per la valutazione della prognosi e selezione del trattamento più 

adatto nei pazienti con LH. Di recente, la metodica PET combinata alla TC ha 

sostituito la sola TC. Nel 2009 a Deauville, in Francia, fu proposto uno score di 

captazione alla PET (Criteri di Deauville) per una valutazione della risposta al 

trattamento standardizzata. Questi criteri utilizzano una scala di cinque punti (5-PS) 

per valutare correttamente l’uptake del 18FDG nei siti di coinvolgimento, rispetto al 

mediastino e al fegato (Tabella 7 )32.  

                      Tabella 7. La scala di Deauville 

 

 

 

 

 

La valutazione ad interim della risposta al trattamento è frequentemente praticata 

nella real life e nei trials clinici ed è raccomandata da alcune linee guida 

internazionali33. Tali raccomandazioni sono rafforzate dalla necessità di assicurare 

un trattamento effettivo e ridurre la probabilità di progressione. Diversi studi hanno 

dimostrato che la PET ad interim (iPET) ha una grande valenza 

prognostica34,35,sottolineando la possibilità di modificare lo schema di trattamento in 

itinere sulla base della risposta individuale. Bisogna però considerare che non esiste 

ancora una evidenza conclusiva che la modifica del trattamento secondo la iPET 

migliori l’outcome36.  

Score 1: No residual uptake above the background 

Score 2: Uptake ≤ mediastinum 

Score 3: Uptake > mediastinum but ≤ liver 

Score 4: Uptake moderately increased compared to the liver at any site 

Score 5: Uptake markedly increased compared to the liver at any site 

               and/or new lesions 



 

È ormai consolidata l’importanza della PET/TC nella valutazione della risposta al 

termine del trattamento. Nei pazienti con LH si è dimostrato come la PET/TC, 

praticata alla fine dello schema ABVD, abbia grande accuratezza37. Diversi studi 

hanno dimostrato che la FDG-PET/TC ha valore prognostico nei pazienti con LH 

recidivato/refrattario dopo trattamento di salvataggio e precedentemente alla 

chemioterapia ad alte dosi ed autotrapianto38 ed è superiore alla sola TC39. Pazienti 

con PET positiva risultano avere una PFS a 3 anni del 31% rispetto al 75% di coloro 

che hanno una PET negativa40. La PET può avere un ruolo nel selezionare i pazienti 

candidati ad alte dosi di chemioterapia ed autotrapianto e nell’identificare pazienti 

con prognosi cattiva che beneficerebbero di un trattamento alternativo o 

consolidamento. La PET può essere utilizzata anche come end point surrogato per 

testare l’aggiunta di terapie nuove all’attuale reinduzione41. 

 Inoltre, la FDG-PET/TC praticata precocemente durante trattamento secondo 

schema ABVD (interim PET: iPET), si è dimostrata essere il fattore predittivo più 

potente nel controllo della malattia a lungo termine (Progression Free Survival a 3 

anni), sia negli stadi precoci che avanzati del LH. L’iPET è, infatti, ampiamente usata 

per predire l’outcome prima della fine del trattamento per una precoce 

intensificazione o décalage dello schema terapeutico. I risultati dell’iPET sono, però, 

inconsistenti con l’outcome finale nel 20%-30% dei pazienti che sono quindi esposti 

ad un sovra- o sotto- trattamento42 .  

Infatti, i valori predittivi dell’iPET oscillano in letteratura, con il miglior risultato di 

valore predittivo negativo (VPN) del 95% e valore predittivo positivo (VPP) 

dell’86%. In una recente metanalisi la sensibilità dell’iPET è riportata essere del 81% 

con VPN tra 86-95%, e la specificità del 97% con VPP dell’80-100%.43 

L’outcome finale viene, invece, valutato alla fine della schedula di trattamento 

secondo i criteri di Deauville, validati a livello internazionale e recentemente 

aggiornati36. 

 



 

1.3 Approccio terapeutico di prima linea per gli stadi precoci e avanzati  

L’approccio terapeutico di prima linea per i pazienti con LH classico risulta oggi, in 

primo luogo, guidato dalla definizione dello stadio e dei fattori prognostici. Per i 

pazienti che rientrano nella categoria early stage favorable la combinazione del 

regime chemioterapico ABVD (adrimicina, bleomicina, vinblastina e daacarbazina) 

seguito da radioterapia involved-field (IF) rappresenta lo standard di trattamento più 

utilizzato, con un overall survival(OS) superiore al 90% a dieci anni44.  

L’utilizzo della sola radioterapia, a campi allargati ed alto dosaggio (40-44Gy), 

schema molto usato in passato, risulta inaccettabile oggi per l’alto tasso (fino al 20-

40%) di neoplasie solide a cui i pazienti andavano incontro e il relapse rate che 

raggiungeva fino il 20%45.  

 

Possibili approcci combinati sono rappresentati da: 

 

• Schema ABVD per 2 cicli seguito da irradiazione per una dose totale 

di 20 Gy (regime a più bassa tossicità)46 

• Schema ABVD per 3-4 cicli seguito da irradiazione involved field a 

dosi non massimali (inferiori a 30 Gy) e campi non estesi (tale 

approccio rappresenta quello con tassi di recidive inferiori)47. 

 

Il trial HD10 del German Hodgkin Study Group non ha dimostrato  differenze in 

termini di OS, Freedom From Treatment Failure (FFTF) e Progression Free 

Survival (PFS)  tra 4 e 2 cicli di ABVD e tra 20 e 30 Gy di radioterapia del tipo IF 

attestando quindi, per i pazienti con stadio precoce senza fattori di rischio, lo 

standard di 2 cicli di ABVD + 20 Gy di IFRT (Linee guida ESMO, Tabella 8)46.  Le 

linee guida SIE (Società Italiana dell’Ematologia, Tabella 8) prevedono che lo 

standard tedesco venga seguito nell’ambito di studi clinici controllati, mentre lo 

schema ABVD 4 cicli più radioterapia con un massimo di 30Gy quale terapia di 

scelta47. 



 

I pazienti con unfavorable early stage disease, in accordo ai criteri EORTC 

(European Organization for Research and Treatment of Cancer) ricevono 

chemioterapia per un totali di cicli compresi tra 4 e 6, seguiti da radioterapia IF  (30 

Gy con eventuale boost di 6 Gy sul residuo bulky)48. 

Lo schema ABVD rappresenta lo standard chemioterapico anche per i pazienti 

inclusi negli advanced stages. Secondo le linee guida SIE i pazienti con malattia allo 

stadio avanzato dovrebbero infatti ricevere 6-8 cicli di ABVD come terapia di prima 

linea (Tabella 8).  

L’EORTC H10 trial ha analizzato il confronto tra l’omissione della radioterapia 

involved-node e l’approccio combinato chemioterapia-radioterapia nei pazienti con 

PET negativa dopo 2 cicli di ABVD ma il trial è stato precocemente interrotto per 

l’aumento del tasso di PFS nei pazienti del braccio con sola chemioterapia49.  

Le più recenti raccomandazioni NCCN 2019 prevedono modalità di  trattamento con 

sola chemioterapia o con successiva radioterapia in base alla valutazione tramite 

PET/TC ad interim50. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

     Tabella 8: Linee guida Esmo, SIE e NCCN per il trattamento del Linfoma di Hodgkin in prima 

linea.   

Front line therapy 

Guidelines 

 

NCCN 2019 ESMO 2014 SIE 2009 

Favorable Early Disease 

 

2 cicli ABVD 

            

-Se PET positiva→      2 
ABVD + ISRT 30Gy 

 

-Se PET negativa→ 
ISRT 20Gy 

2 o 3 cicli ABVD 

+ 

20 Gy IFRT o ISRT 

ABVD per 3-4 cicli 

+ 

30 Gy IFRT 

 

 
 

Unfavorable Early Disease 

 

 
 

2 cicli ABVD 

            
-Se PET positiva→      2 

ABVD o 

BEACOPPesc 2 cicli e 
ripetere PET 

 

-Se PET negativa→ 
2 ABVD + ISRT 30Gy  

 

 
 

4 cicli ABVD o 

2 cicli BEACOPPesc  e          2 
cicli di ABVD  (< 60 anni) 

+ 

30 Gy IFRT o ISRT 

 

 
 

ABVD per 4-6 cicli 

+ 
30 Gy IFRT 

Advanced disease 2 cicli ABVD 

            

 
-Se PET positiva→ 

2ABVD + ISRT 30Gy o 

BEACOPPesc 2 cicli + 
ISRT 

 

-Se PET negativa→ 
4AVD +- ISRT su bulky 

6-8 cicli ABVD o 

6 cicli CICLI BEACOPP (< 60 

anni) 
+ 

IFRT 

(se residuo tumorale > 1.5 cm 
dopo ABVD o > di 2.5 cm dopo 

BEACOPP) 

ABVD per 6-8 cicli 

 

 
 

(BEACOPPesc in prima linea non 

è raccomandato al di fuori di trials 
controllati e mai se > 65 anni) 

 

Combinazioni più intensive sono state sviluppate nell’ultimo decennio per 

migliorare l’outcome. Un’associazione di sette farmaci alternati per 12 giorni, il 

regime STANFORD V, ha prodotto un OS a 5 anni pari al 94%. Questo regime, 

inizialmente destinato ad essere utilizzato in associazione a trattamento radioterapico 

di tipo IF, non ha però portato a lungo termine dei risultati soddisfacenti per l’elevato 

numero di effetti avversi legati all’irradiazione. Il più recente regime utilizzato è il 

BEACOPP (bleomicina, etoposide, adriamicina, ciclofosfamide, vincristina, 

procarbazina, prednisone), introdotto dal German Hodgkin Study Group, nelle sue 

varianti baseline e escalated (Tabella 9). Trial clinici randomizzati (HD951 e 

HD1252) hanno comparato le due modalità del regime BEACOPP con un regime 

alternato COPP/ABVD dimostrando OS del 75% con COPP/ABVD, 80% con 

BEACOPP baseline e 86% con BEACOPP escalated ed una FFTF rispettivamente 

del 64%,70% e 82%.  Criticità del regime BEACOPP sono quelle inerenti alla sua 

tossicità con report di tossicità acuta ematologica, sindromi mielodisplastiche 



 

secondarie, leucemie acute ed infertilità. La tossicità del regime BEACOPP appare 

particolarmente elevata nei pazienti oltre i 65 anni nei quali è proscritto (Linee guida 

SIE, Tabella 8).  Infatti, BEACOPP non è raccomandato come terapia di prima linea 

data la limitata evidenza di superiorità sullo schema ABVD e data la significativa 

alta tossicità (Grado B). La superiorità del BEACOPP sull’ABVD in termini di PFS 

è presente nei pazienti con fattori prognostici negativi, cioè un IPS>3 a diagnosi. 

Considerando che il 60-70% dei pazienti con malattia avanzata può essere curata con 

ABVD da solo e quindi con minima tossicità, l’ideale sarebbe riservare lo schema 

BEACOPP a coloro che presentano una prognosi fortemente negativa. L’IPS 

d’altronde non può, sfortunatamente, avere quel valore predittivo di chemio 

sensibilità tale da dirimere in maniera non equivoca le categorie di pazienti. La 

risposta ai primi due cicli di ABVD valutati con 18FDG-PET sembra essere un buon 

test di chemio-sensibilità e quindi potrebbe rappresentare una svolta nella scelta del 

trattamento. Molti studi sono infatti in corso per valutare una strategia di shift 

precoce verso schemi più aggressivi, si recente è stato pubblicato uno studio della 

FIL/GITIL in cui è stata considerata efficace e applicabile l’intensificazione con 

BEACOPP escalated qualora la PET ad interim risulti ancora positiva dopo 2 cicli 

di ABVD53. Lo schema standard ABVD consta di quattro agenti non alchilanti: 

Doxorubicina, Bleomicina, Vinblastina e Dacarbazina. Ogni ciclo è formato da due 

somministrazioni erogate a distanza di 14 giorni l’uno dall’ altro (Tabella 9). 

 

 

 

 

 

 



 

Tabella 9: Principali regimi polichemioterapici con un’associazione di agenti non alchilanti 

Schema Dose (mg/m2) Giorni 

ABVD 

Doxorubicina 

Bleomicina 

Vinblastina 

Dacarbazina 

 

 

25  

10 UI 

6 

375 

 

1, 15 

1,15 

1,15 

1,15 

 

BEACOPP* 

Ciclofosfamide 

Adriamicina 

Etoposide 

Procarbazina 

Vincristina 

Bleomicina 

Prednisone 

 

 

 

*Riciclo al 22° giorno. 

Tra parentesi la dose 

intensificata(escalated) 

650 (1250) e. v 

25 (35) e. v. 

100 (200) e.v. 

100 p.o. 

1, 4 e. v. 

10 e. v. 

40 p. o. 

 

 

 

 

 

1 

1 

1, 2, 3 

Dal 1° al 7° 

8 

8 

Dal 1° al 14° 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

1.3.1 Approccio terapeutico sperimentale di prima linea nei pazienti con LH 

e stadio avanzato. 

Per i pazienti con LH in stadio avanzato, il nostro centro ha condotto uno studio 

monocentrico, a braccio singolo, a due fasi, in aperto, di fase II, dal 1° marzo 2016 

al 31 gennaio 202154. Abbiamo progettato lo studio per pazienti con linfomi 

maligni riconosciuti come FDG-avidi (i.e., c-HL) in stadio avanzato. 

L'obiettivo primario dello studio è stato quello di valutare se l'intensificazione 

precoce della terapia di prima linea mediante l'utilizzo di adriamicina liposomiale 

(myocet) utilizzata a dosi intensificate (MBVD-DI) in pazienti con c-HL ad alto 

rischio55 avrebbe potuto  aumentare l'incidenza di i-FDG-PET-negatività (secondo 

il sistema di punteggio a 5 punti della scala Deauville [DS] per l'interpretazione 

delle scansioni FDG-PET). Altri obiettivi erano il tasso di risposta globale EoT 

(secondo la classificazione di Lugano)56, tossicità ematologica ed extra-

ematologica (secondo i criteri del National Cancer Institute Common Terminology 

Criteria for Adverse Events versione 5.0), fattibilità (definita arbitrariamente come 

≤5 pazienti che ricevono <85% della dose pianificata) e PFS (definita come il 

tempo trascorso dal giorno 1 della prima dose di MBVD-DI alla 

progressione/replica della malattia [evento], alla morte per qualsiasi causa [evento] 

o all'ultima visita di follow-up [censura]). 

Da notare che il profilo di tossicità cardiologica è stato stabilito utilizzando la 

valutazione ecocardiografica della deformazione miocardica longitudinale 

sistolica globale (GLS) e della frazione di eiezione ventricolare sinistra (LVEF) 

(secondo le linee guida della Task Force for Cancer Treatments and 

Cardiovascular Toxicity della Società Europea di Cardiologia [ESC]57) in pazienti 

con c-HL sottoposti a regime chemioterapico dove i primi due cicli di terapia con 

MBVD-DI, che consisteva in infusioni i.v. ambulatoriali di 1 giorno di Myocet a 

una dose scalata di 35 mg/m2, più bleomicina 10 mg/m2, vinblastina 6 mg/m2, 

dacarbazina 375 mg/m2 nei giorni 1 e 14 di ogni ciclo ogni 28 giorni. Nei 

successivi cicli 3-6, i pazienti sono stati programmati per ricevere MBVD, che 

consisteva in infusioni i.v. ambulatoriali di un giorno di Myocet alla dose de-



 

escalation di 25 mg/m2 insieme a bleomicina, vinblastina e dacarbazina al 

dosaggio standard nei giorni 1 e 14 di ogni ciclo ogni 28 giorni. La dose cumulativa 

pianificata di NPLD per i pazienti con c-HL era di 140 mg/m2 , somministrando 

una dose aumentata di 35 mg/m2 nei primi due cicli, e di 200 mg/m2 , 

somministrando una dose standard di 25 mg/m2 nei quattro cicli successivi. Con 

questo disegno, l'intensità della dose di doxorubicina liposomiale nei cicli 1-2 della 

serie pianificata di MBVD-DI è stata aumentata al 140% della dose standard, 

mentre la dose cumulativa su 6 cicli (2 cicli di MBVD-DI + 4 cicli di MBVD) è 

stata limitata a 340 mg/m2 (113% della dose standard). 

Il tasso di negatività della PET ad interim dopo i due cicli programmati di MBVD-

DI nel nostro sottogruppo di c-HL è stato di circa il 97% rispetto al 77% del tasso 

di negatività della PET ad interim riassunto in letteratura dopo ABVD in un 

contesto simile di pazienti58,59. Questi risultati sono stati considerati di interesse 

clinico da parte nostra, in quanto si è registrato un miglioramento assoluto di ≥20 

punti percentuali di PET ad interim con risultati negativi in entrambi i tipi di 

linfoma in seguito al trattamento up-front con NPLD ad alte dosi.  

Con la somministrazione completa di cicli di MBVD-(DI) secondo il disegno dello 

studio, il miglioramento dei risultati PET ad interim è stato accompagnato da 

ottime risposte finali. Alla valutazione dell'EoT, la percentuale di pazienti con 

risposte ematologiche complete è stata del 96% (27/28 casi).   Il nostro studio 

suggerisce che la terapia up-front con dosi crescenti di doxorubicina liposomiale è 

economica perché riduce il numero di pazienti che rimangono con scansioni PET 

positive alla valutazione intermedia e quindi riduce la necessità di successivi 

trattamenti aggressivi, tra cui il trapianto autologo di cellule staminali del sangue 

periferico secondo l'approccio adattato alla PET. 

           

1.4 La valutazione e il monitoraggio della risposta al trattamento 



 

1.4.1 L’accuratezza diagnostica della FDG-PET e la valutazione istologica 

secondo agobiopsia linfonodale. 

È cruciale saper individuare i pazienti refrattari al trattamento poiché necessitano di 

un’intensificazione con regimi di salvataggio e/o trapianto di cellule staminali. Dati 

sull’accuratezza diagnostica della FDG-PET di fine trattamento nel LH sono esigui 

[60]. Per tale motivo, il nostro centro ha praticato uno studio prospettico [61] che ha 

coinvolto pazienti con HL in stadio IIB/IV che dopo sei cicli di ABVD sono stati 

sottoposti a PET (PET6) e biopsia di taglio dell'ago centrale (CNCB) di linfonodi 

avidi di 2-deossi-2 [F-18] FDG. I pazienti hanno ricevuto chemioterapia/salvataggio 

di cellule staminali ematopoietiche autologhe ad alte dosi (HDCT/AHSCR) se la 

CNCB era positiva per HL, in alternativa, se la CNCB o la PET erano negative, 

hanno ricevuto l'osservazione o la radioterapia di consolidamento (cRT) sulle masse 

linfonodali residue, come inizialmente previsto. L'end-point era la sopravvivenza 

libera da progressione (PFS) a 5 anni. In tutto, 43 dei 169 pazienti valutabili (25%) 

erano PET6 positivi (DS 4, 32; DS 5, 11). Tra questi, l'istologia ha mostrato 

malignità (HL) nel 100% dei punteggi DS 5 e nel 12,5% dei punteggi DS 4. Quindici 

pazienti con biopsia positiva hanno ricevuto HDCT/AHSCR, mentre 28 pazienti con 

biopsia negativa, così come 126 pazienti con PET6 negativa, hanno continuato il 

piano originale (cRT, 78 pazienti; osservazione, 76 pazienti). 

La PFS a 5 anni nel gruppo PET6 negativo, nel gruppo biopsia negativa e nel gruppo 

biopsia positiva è stata rispettivamente del 95,4%, 100% e 52,5%. Conclusioni: La 

positività al DS della PET end-of-ABVD nell'HL avanzato ha portato un certo 

numero di captazioni di FDG non maligne dimostrate da CNCB. 

I punteggi DS 4 che sono risultati avere un'istologia negativa sembravano trarre 

beneficio dal continuare il piano terapeutico originale non intensivo, come indicato 

dall'esito positivo in oltre il 95% di essi, ottenendo una PFS a 5 anni simile a quella 

del gruppo PET6-negativo. Al contrario, il punteggio DS 5 ha avuto un'istologia 

costantemente positiva ed è stato associato a una terapia convenzionale senza 



 

successo, che ha richiesto prontamente l'intensificazione del trattamento o approcci 

terapeutici innovativi. 

Una review e metanalisi di Adams e Kwee  ha riportato un tasso poollato di falsi 

positivi di circa il 35% (8-65%) [62] ottenuto da studi con conferma istologica della 

lesione ancora positiva alla PET finale. 

Una questione ancora aperta è, infatti, la precoce identificazione di pazienti a 

prognosi sfavorevole per malattia chemiorefrattaria come candidati ad 

intensificazione di trattamento e di pazienti a buona prognosi come candidati ad una 

de-escalation del trattamento.  

Per questi motivi, è ormai necessaria la ricerca di markers precoci e accurati che 

possano migliorare l’accuratezza diagnostica della FDG-PET e identificare già alla 

diagnosi, o poco dopo l’inizio del trattamento, pazienti con prognosi peggiore. 

 

1.4.2 Approcci sperimentali per la valutazione della risposta al 

trattamento e monitoraggio: lo studio molecolare. 

La ricerca sul panorama mutazionale del LH è diventata sempre più attiva negli 

ultimi anni. Ad oggi, la diagnosi di cHL viene effettuata mediante l'ispezione di 

campioni citologici, ma l'identificazione del lignaggio rappresenta una sfida aperta a 

causa della bassa frazione (che varia dallo 0,1 al 10,0%) di cellule tumorali Hodgkin 

e Reed-Sternberg mescolate a una pletora di cellule ematologiche non tumorali (ad 

esempio, eosinofili, macrofagi, linfociti B e T)16. In questo scenario, la profilazione 

molecolare è considerata una nuova arma volta a integrare la diagnosi morfologica. 

1.4.2.1 Esperienze con materiale in formalina. 
 

Ad oggi, sono stati sviluppati diversi test per eseguire di routine l'analisi 

molecolare nei pazienti affetti da linfoma di Hodgkin. In primo luogo, Küppers et 

al si sono concentrati sulla valutazione del profilo di espressione dell'mRNA in 

modelli preclinici al fine di stabilire una firma comune nei pazienti con LH63. 

Questo sforzo si è basato sull'implementazione di microarray U95A (Affymetrix 



 

Inc.) sulla piattaforma corrispondente. L'elaborazione dei dati è stata effettuata 

utilizzando il software Affymetrix Microarray Suite 4.0 selezionando un cutoff 

arbitrario di 20 a determinare le variazioni del livello di espressione. In breve, linee 

cellulari di diverse neoplasie ematologiche hanno evidenziato un profilo di 

espressione distinto in grado di distinguere il LH dagli altri gruppi. Da notare che 

cinque dei geni iperespressi (PRAME, IPL, FER, Rab13 e EAR3) di un controllo 

positivo precedentemente rilevato sono stati confermati in campioni di tessuto di 

nove pazienti con LH adottando un test personalizzato di reazione a catena della 

polimerasi in tempo reale (RT-PCR). Allo stesso modo, Malec et al hanno studiato 

il ruolo dell'infiammazione nei pazienti affetti da LH ispezionando i livelli di 

citochine pro-infiammatorie in 15 pazienti con caratteristiche morfologiche 

eterogenee64. In questo caso, è stato abilitato un sistema RT-PCR ottimizzato per 

eseguire analisi molecolari. Nel complesso, è stato identificato un pattern di 

espressione delle citochine abbinato tra i modelli preclinici e i campioni dei 

pazienti. In breve, IL-10, IL-1b, IL-15 e IL-12p35 erano espressi in modo più 

elevato rispetto ai campioni di controllo accoppiati. Questi dati hanno dimostrato 

che i LH hanno un impatto drastico sulla modulazione sia del profilo di espressione 

dell'mRNA delle cellule tumorali che sulle modificazioni dei livelli di citochine. 

Queste strategie hanno evidenziato alcune sfide tecniche e cliniche significative. 

In primo luogo, questi approcci tecnici sono stati in grado di funzionare con 

successo solo quando si partiva da campioni congelati. Inoltre, l'identificazione di 

signature di espressione non ricorrenti ha indicato che il ruolo clinico di altri 

biomarcatori promettenti dovrebbe essere studiato. Alla luce di queste criticità, 

l'implementazione della piattaforma di sequenziamento di nuova generazione 

(NGS) ha rapidamente modificato il paradigma tecnico per la caratterizzazione 

molecolare dei pazienti affetti da LH65. Recentemente, è stato validato un 

approccio di sequenziamento dell'intero esoma per analizzare in modo completo i 

profili molecolari (DNA e RNA) in un set di 10 pazienti affetti da LH. In breve, 

Reichel et al. hanno ottimizzato il flusso di lavoro tecnico di KAPA Biosystems 

integrato con un sistema di sorting al fine di migliorare selettivamente la sensibilità 

tecnica nelle cellule bersaglio. Sorprendentemente, in ogni caso è stato rilevato un 



 

numero mediano di 244 mutazioni somatiche. Tra questi, B2M ha presentato 

diverse alterazioni  molecolari che hanno inattivato la funzione proteica66 .È stato 

osservato che la perdita di funzione di B2M svolge un ruolo fondamentale come 

biomarcatore diagnostico (NS sottotipo 86/115 casi; 75%) e prognostico 

(l'espressione di B2M è significativamente associata allo stadio III-IV; p = 0,001) 

nei pazienti con LH. Allo stesso modo, Mata et al. Hanno implementato una 

piattaforma NGS basata su un sistema a semiconduttore per l'analisi molecolare di 

geni correlati al cancro adottando un pannello personalizzato integrato con una 

pipeline bioinformatica dedicata.9 Concentrandosi su 57 campioni FFPE di 

pazienti con LH, i geni CSF2RB, EP300, STAT6 e BTK hanno mostrato il più alto 

tasso di mutazione in base ai pathways più spesso deregolati nei pazienti con LH67. 

In un altro esperimento, Mata et al hanno analizzato 35 geni per lo più mutati in 

20 pazienti con LH adottando una piattaforma NGS basata su semiconduttori per 

una serie di campioni di biopsia FFPE originali pre-trattamento e recidiva abbinati. 

Nel complesso, nei campioni refrattari è stato rilevato un tasso crescente di 

alterazioni molecolari p53 ad alto impatto e alterazioni molecolari inattivanti nei 

regolatori epigenetici EP300 e CREBBP68. Questo studio ha dimostrato 

l’evoluzione dinamica del panorama molecolare nei pazienti con LH dopo 

trattamento convenzionale.  

 

1.4.2.2 Esperienze sulla biopsia liquida. 

La biopsia liquida consiste in un prelievo di sangue venoso come modalità di 

campionamento facile da praticare e meno invasiva per investigare una pletora di 

differenti bimarcatori69,70. 

È stato dimostrato che i livelli circolanti di DNA tumorale (ctDNA) sono età e genere 

dipendente in pazienti con linfoma con un valore statisticamente significativo più 

alto negli stati avanzati71-73. Per questo motivo, le piattaforme di NGS includono un 

gruppo eterogeneo   di sistemi di sequencing che permettono di detectare in maniera 

simultanea un ampio spettro di geni correlatei al tumore70,71-74. Uno dei metodi più 

frequentemente adottati è un pannello ultrasensibile basato sulla selezione ibrida 



 

(SeqCap EZ Choice Library) sulla piattaforma MiSeq (Illumina). Questo approccio 

si basa sull'identificazione selettiva e sull'amplificazione di regioni esoniche e 

introniche che ospitano alterazioni molecolari hotspot per un particolare tipo di 

tumore74-76. È interessante notare che Spina et al77 si sono concentrati sul ruolo 

completo della biopsia liquida nella diagnosi del CCL senza alcuna selezione HRS 

precedente, per l'identificazione dell'evoluzione molecolare delle cellule tumorali e 

la rilevazione della malattia minima residua (MRD) dopo le strategie terapeutiche 

convenzionali. Gli autori hanno progettato e sviluppato un pannello NGS 

personalizzato in grado di rilevare esoni hotspot e siti intronici in 77 geni per lo più 

mutati in tumori maturi a cellule B su una serie di 80 pazienti naïve e 32 recidivati o 

refrattari (R/R) in prima linea di terapia. Come già dimostrato in precedenza, questo 

approccio ha permesso l'identificazione selettiva della maggior parte delle 

alterazioni molecolari ricorrenti correlate al cancro a frequenze molto basse75,76. 

L'analisi dei dati è stata ottimizzata in base alla ricorrenza delle alterazioni 

molecolari.  In particolare, è stata presa in considerazione una frazione allelica 

mutante (MAF) ≥5,0% e compresa tra l'1,0% e il 5,0% rispettivamente per i geni 

sconosciuti e per quelli ben consolidati correlati al cancro77. L'analisi molecolare è 

stata affrontata su campioni di biopsia liquida in diversi momenti clinicamente 

rilevanti: al basale, durante il decorso (intermedio) e alla conclusione di un regime 

chemioterapico convenzionale ABVD (adriamicina, bleomicina, vinblastina, 

dacarbazina), o alla progressione nei pazienti affetti da cHL resistente.  Inoltre, per i 

test molecolari è stato raccolto il DNA genomico estratto dalle cellule bianche su 

campioni di plasma abbinati e dalle cellule neoplastiche su campioni di tessuto senza 

alcuna selezione di cellule HRS.  In particolare, in campioni di DNA libero da cellule 

(cfDNA) di 15 pazienti affetti da cHL sono state riscontrate alterazioni driver di 

TNFAIP3, ITPKB, GNA13 e B2M non ancora riportate in letteratura. È stato 

osservato uno spettro molecolare simile tra i pazienti affetti da cHL di nuova 

diagnosi e quelli recidivanti; questo punto ha dimostrato la fattibilità tecnica di 

questo approccio per l'identificazione selettiva di alterazioni molecolari insediate 

nelle cellule tumorali. Inoltre, anche i campioni bioptici hanno evidenziato una 

concordanza di risultati in base alle alterazioni rilevate su cfDNA (87,5%).  Sulla 



 

base di questi risultati, la NGS ha evidenziato una mediana di cinque mutazioni 

somatiche nell'81,2% dei casi di LMC di nuova diagnosi; è stata poi osservata una 

MAF mediana del 5,5%, mentre la maggior parte delle alterazioni molecolari è stata 

rilevata all'1,0% (87,3%)78. Inoltre, a diversi gruppi istologici corrispondono 

specifici profili molecolari. Inoltre, è stata analizzata una serie longitudinale di n=41 

campioni di plasma di 13 pazienti affetti da cHL recidivato/refrattario per valutare 

l'evoluzione clonale dei tumori maligni. In questo contesto, è stata osservata una 

modifica del profilo molecolare nei campioni recidivanti rispetto al campione 

iniziale, dimostrando l'impatto della terapia sulle cellule tumorali78.   

 

Camus et al., in una serie retrospettiva di n=60 pazienti con cHL di nuova diagnosi 

è stata valutata utilizzando una piattaforma NGS basata su semiconduttori che copre 

le alterazioni molecolari hotspot in geni cardine per i pazienti affetti da neoplasie 

ematologiche79. L'analisi dei dati è stata effettuata filtrando il MAF al di sotto dello 

0,5%. Complessivamente, è stato identificato un tasso di concordanza dell'83,3% (61 

varianti) tra i campioni di tessuto e i campioni di cfDNA abbinati; inoltre, è stata 

osservata una maggiore quantità di cfDNA nei pazienti con un esito clinico 

favorevole; infatti, è stata osservata una correlazione statisticamente significativa 

con il volume del tumore79. 

 

1.4  La biopsia liquida come tool prognostico nel linfoma di Hodgkin 

Con la consapevolezza che il DNA tumorale viene rilasciato in piccole quantità nel 

circolo sanguigno, si è avanzata la proposta di monitorare i pazienti con linfoma di 

Hodgkin tramite valutazione NGS su sangue periferico e di correlare la carica 

mutazionale con la risposta alla PET/TC. Nel 2018 Rossi e colleghi hanno dimostrato 

che la genotipizzazione del linfoma di Hodgkin può complementare, ma non 

sostituire ancora, l’analisi del tessuto diagnostico essendo il ctDNA rappresentativo 

dell’eterogeneità del linfoma. Aver accesso al circolo ematico ha anche il chiaro 



 

vantaggio di avere campioni seriati durante il monitoraggio dei pazienti sottoposti a 

chemioterapia e riconoscere mutazioni emergenti resistenti alla terapia in tempo 

reale71.                                                       

Nel LH dopo due cicli di terapia si può già misurare il cambiamento del ctDNA che 

si associa al Event-Free-survival (EFS) e OS. Una riduzione logaritmica di 2 nei 

livelli di ctDNA dopo due cicli è associata ad un eventuale remissione completa e 

cura. DI contro, una riduzione di meno 2-logaritmi dopo due cicli è associata con 

un’eventuale progressione. La quantificazione del ctDNA accoppiata alla PET/TC 

migliorara l’accuratezza della valutazione di malattia residua ad interim comparata 

con la sola PET/TC. Infatti, pazienti che sono considerati come positivi ad interim 

secondo la PET/TC sono in realtà curati a fine trattamento correlando di più con un 

risultato negativo di ctDNA ricevuto già ad interim. Questi risultati forniscono 

l’ipotesi che il ctDNA possa complementare la valutazione della risposta con la sola 

PET25 (Figura 8). 



 

Figura 8. ctDNA e risposta alla terapia nei LH

 

A) Waterfall plot della modifica in logaritmi del ctDNA dopo 2 cicli di ABVD in 24 pazienti con LH stadio 

avanzato. advanced stage cHL cases. (B) Box plot del ctDNA dei pazienti che hanno presentato progressione 

di malattia versus coloro che sono andati in remissione (C) Spider plot del ctDNA dopo 2 cicli di ABVD e 

alla fine della terapia correlato all’interim PET. (D) Log rank ctDNA (E) Curva PFS stratificata per riduzione 

del ctDNA  
Fonte: Spina, V. et al. Circulating tumor DNA reveals genetics, clonal evolution, and residual disease in classical Hodgkin lymphoma. 

Blood (2018). doi:10.1182/blood-2017-11-812073 

 

Allo stesso modo, Camus et al. hanno mostrato un contributo positivo per 

valutare la recidiva del tumore dopo la chemioterapia convenzionale. In breve, 

è stata identificata una diminuzione consistente dei livelli di cfDNA (-78,8%) 

in 45 pazienti sottoposti a regimi di chemioterapia (83,0%). (25) Infine, il 

sistema CAPP-Seq ha permesso di distinguere pattern molecolari 

rappresentativi della stadiazione e dell'evoluzione del tumore, suggerendo che 

il sistema NGS ultra-profondo può rappresentare una strategia soldato per 



 

studiare i campioni di biopsia liquida in diversi contesti clinici. Alla luce di 

questi risultati, altri studi hanno chiarito il ruolo del flusso di lavoro integrato 

CAPP-Seq per l'analisi della biopsia liquida nel monitoraggio della malattia 

residua81. Questi studi si sono concentrati sul confronto tra la tomografia a 

emissione di positroni (PET) con 2-deossi-2[F-18] fluoro-D-glucosio e 

l'analisi molecolare su campioni di biopsia liquida per selezionare i pazienti da 

somministrare in base al rischio di recidiva81,82. È interessante notare che, 

rispetto alla PET/TC, è stato rilevato un valore predittivo positivo e negativo 

del 50,0% e del 70,0%83. 

 

2 SCOPO DELLO STUDIO 

Lo scopo di tale progetto, è il disegno e la validazione di un pannello genico customizzato 

che sfrutti i punti di forza della piattaforma di sequenziamento genico di nuova 

generazione (NGS) Ion Torrent™ S5 plus (Thermofisher Scientifics) per l’analisi delle 

alterazioni molecolari a carico del ctDNA nel monitoraggio della performance clinica nei 

pazienti affetti da LH sottoposti a trattamento chemioterapico convenzionale. 

Parallelamente, si valuterà l’accuratezza del ctDNA nella predizione dei pazienti refrattari 

al trattamento terapeutico. Verrà, inoltre, analizzato il potere diagnostico del ctDNA alla 

presentazione di malattia e il potere prognostico nel monitoraggio del paziente sottoposto 

allo standard of care di trattamento attraverso la caratterizzazione di meccanismi 

molecolari di resistenza al trattamento. 

 

3 MATERIALI E METODI  

3.1 Protocollo: fase di validazione 

Una coorte di n= 8 pazienti affetti da LH verranno selezionati. Per ciascun paziente, un 

prelievo di sangue venoso (10 ml) verrà realizzato in Vacutainer™ tappo lilla. I campioni 

verranno immediatamente inviati laboratorio di Citopatologia dell’Università Federico II 

di Napoli dove verranno sottoposti ad un protocollo di plasmatura per la separazione del 

plasma (che conterrà il ctDNA) dagli elementi corpuscolati85.  Il plasma raccolto verrà 



 

utilizzato per l’estrazione e la purificazione del ctDNA oppure verrà conservato a -80C ⁰ 

fino al processamento. L’estrazione del ctDNA verrà realizzata attraverso protocollo 

manuale seguendo le specifiche del kit QiAmp Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). 

L’analisi delle alterazioni molecolari a carico del ctDNA verrà eseguita attraverso 

l’utilizzo di un pannello genico custom (Lymphome Custom Panel) disegnato e 

sviluppato per l’analisi di spot mutazionali in geni coinvolti nella patogenesi del LH su 

piattaforma di NGS Ion Torrent™ S5 plus (Thermofisher Scientifics) (77-81).  

 La procedura analitica prevederà l’utilizzo di un preparatore automatico di librerie (Ion 

Chef System, Thermofisher Scientifics) che consentirà la produzione di n=8 librerie in 

ogni seduta analitica attraverso Ion AmpliSeq™ Kit for Chef DL8 (Thermofisher 

Scientifics). Il pool di librerie generate verrà opportunamente diluito a 60 pM prima di 

procedere alla produzione del templato attraverso Ion 550™ Kit-Chef (Thermofisher 

Scientifics) su piattaforma automatizzata. La fase di sequenziamento verrà realizzata su 

Ion 550™ Chip (Thermofisher Scientifics) caricato sulla piattafroma Ion S5™ Plus 

(Thermofisher Scientifics), I dati saranno analizzati attraverso Ion Reporter Torrent Suite 

version 5.18.0.1 con un workflow di analisi dedicato. Nel dettaglio, verranno prese in 

considerazione unicamente le varianti con una profondità di copertura (coverage) >500X 

e un quality score≥30.I BAM files saranno poi ispezionati visivamente con il Golden 

Helix Genome Browser v.2.0.7 (Bozeman, MT, USA). Le mutazioni saranno classificate 

in patogenetiche (P), di incerto significato (VUS) o non patogenetiche (NP) secondo le 

raccomandazioni dell’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) 

usando i database dell’Evidence-based Network for the Interpretation of Germline Mutant 

Alleles (ENIGMA) and ClinVar (NCBI). 

 

3.2 Procedure operative: fase di validazione 

Il disegno e lo sviluppo del pannello Lymphome Custom Panel sarà realizzato attraverso 

Ion Ampliseq Designer torrent suite (Thermofisher Scientifics). L’ottimizzazione della 

fase di disegno vedrà la creazione di un pannello a 3 pool di primers per consentire la 

copertura di tutti gli hotspot mutazionali aventi rilevanza clinica nel LH. Il Lymphopanel 

è stato disegnato per coprire esoni codificanti e siti di splicing che sono spesso mutati in 

malattie linfoproliferative a linfociti B maturi, scelti nel seguente modo: geni 

ricorrentemente mutati in più del 5% delle malattie linfoproliferative a linfociti B maturi, 



 

geni riconosciuti come correlati al tumore (anche se mutati in 1-5% dei casi), geni 

riconosciuti come associati a resistenza a chemioterapia nei linfomi B maturi.  

Per ridurre i passaggi analitici e consentire una migliore gestione del pannello sulle 

piattaforme automatizzate ai fini di un’eventuale introduzione in pratica clinica, si 

procederà a effettuare delle prove di mixing dei pool di primers per ottenere un pannello 

costituito unicamente da due pool di primers.  Per effettuare la fase di validazione basata 

sul mixing dei 3 pool, si effettueranno n=3 prove sperimentali in modo da valutare 

l'adeguatezza di copertura dei target miscelando i 3 pool nel seguente schema: 

 

• 1 prova (panel 1 e panelM2A+ panelM2B) 

• 2 prova (panelM1+ panelM2A e panel 2B) 

• 3 prova (panelM1+ panelM2B e panel 2A) 

 

1 prova: in questo scenario verrà miscelata un’aliquota del pannello 2A e 2B. Essendo i 

pool di primers in concentrazione equimolare, verrà effettuata una diluizione 1:1 per 

ottenere il pannello 1 e un nuovo pannello (2A+2B) da utilizzare nelle fasi successive di 

analisi. 

2 prova: in questo scenario verrà miscelata un’aliquota del pannello 1 e 2A. Essendo i 

pool di primers in concentrazione equimolare, verrà effettuata una diluizione 1:1 per 

ottenere il pannello 2B e un nuovo pannello (1+2A) da utilizzare nelle fasi successive di 

analisi. 

3 prova: in questo scenario verrà miscelata un’aliquota del pannello 1 e 2B. Essendo i 

pool di primers in concentrazione equimolare, verrà effettuata una diluizione 1:1 per 

ottenere il pannello 2A e un nuovo pannello (1+2B) da utilizzare nelle fasi successive di 

analisi. 

 

 

4.RISULTATI 

4.1 Il disegno del pannello: geni coperti e reference range 

Il Lymphome Custom Panel copre geni che, se alterati, possono rappresentare un valido 

ausilio clinico diagnostico per la stratificazione dei pazienti affetti da linfoma di Hodgkin 



 

variante classica (LHc). Il Lymphome custom panel è stato disegnato per coprire esoni 

codificanti e siti di splicing di 52 geni che sono spesso mutati in malattie linfoproliferative 

a linfociti B maturi, il reference range completo del Lymphoma panel customizzato è 

riportato nei dati supplementari. Il design dell'amplicone (disponibile su richiesta) che 

copre 228.50 kb  di DNA genomico è stato ottimizzato per l'analisi simultanea di 16 

campioni con il chip 316v2. (Thermofisher, Foster City, CA, USA) on a Personal Genome 

Machine Torrent (Thermofisher).  

 

4.2 Risultati metodologici dell’analisi dei campioni di plasma  

L’analisi effettuata su campioni ctDNA di pazienti (n=8) affetti da linfoma di Hodgkin 

variante classica (LHc) mediante piattaforma NGS Iont Torrent™ S5 plus (ThermoFisher 

Scientific) con l’utilizzo del pannello Lymphome Custom Panel realizzato ha generato un 

risultato interpretabile in tutti i casi (100%) (Tabella 10). 

Dal punto di vista metodologico abbiamo ottenuto i seguenti risultati: media delle mapped 

read era di 24642 (intervallo compreso tra 8407 e 55238), con una percentuale del 74.29% 

(da 56.56 a 93.18%) di regioni mappate. Per quanto riguarda il coverage, ogni amplicone 

mostrava una media di copertura di 5490 (intervallo compreso tra 1118 e 8272 ) ed 

un’uniformità di distribuzione degli ampliconi del 56.23% (da 24.68% a 82.82%). I geni 

in questione dove abbiamo riscontrato almeno un’alterazione molecolare sono ARID1A, 

ATM, BCOR, BCL2, BIRC3, BLC7A, BTG1, BTK, CARD11, CIITA, CREBBP, 

EP300, EXH2, IRF4, ITPKB, IKBKB, MYC, PAX5, PRDM1, SPEN, STAT6, TET2, 

TNFAIP3, TP53, KMT2D, XPO1, ZNF217. 

Nello specifico, le alterazioni a carico dei geni sopra menzionati sono stati filtrati 

attraverso un cut off della mutant allele frequency (MAF) del 1.0%. Inoltre,  sono state 

trovate alterazioni definite patogeniche in tutti i campioni analizzati secondo il database 

ClinVar (NCBI). 

In particolare, per il paziente #ID 01_861 (n=1/8) sono state riscontrate variazioni a carico 

di un singolo nucleotide (SNV) nei geni SPEN, XPO1, EZH2, ATM, KMT2D, STAT6, 

BCL7A, CREBBP e TP53, e inserzioni/delezioni (INDEL) a carico dei geni ARID1A, 

PRMD1 e MYC. Per i geni ARID1A, EZH2, PRMD1, CREBBP e TP53 si osserva una 

perdita di funzione e per il gene STAT6 un acquisto di funzione. Tuttavia, dal database 

CLINVAR, due alterazioni sono state identificate come patogeniche nel gene EZH2 con 



 

una variazione nucleotidica c.1936T>A ed amminoacidica p.Tyr646Asn e frequenza 

allelica 2.50% e nel gene CREBBP con un cambio nucleotidico di c.4337G>A ed 

amminoacidico p.Arg1446His e frequenza allelica 9.55%. Solamente l’indel riscontrata 

nel gene ARID1A con variazione nucleotidica c.3999_4001delGCA (p.Gln1334del) e 

frequenza allelica 4.88%, è stata identificata come benigna dal database ClinVar (NCBI). 

Per il paziente #ID 781_3 (n=2/8) sono state riscontrate variazioni a carico di un singolo 

nucleotide (SNV) nei geni SPEN, CARD11, KMT2D, STAT6 e BCL7A e 

inserzioni/delezioni (INDEL) a carico dei geni ARID1A, PRDM1, TNFAIP3 e KMT2D. 

Per i geni ARID1A, PRDM1 e TNFAIP3 si osserva una perdita di funzione. Tuttavia, dal 

database CLINVAR, solo l’indel nel gene ARID1A con relativa variazione nucleotidica 

c.3999_4001delGCA (p.Gln1334del) frequenza allelica del 3.04% è stata identificata 

come benigna. 

Per il paziente #ID 03_788_3 (n=3/8) sono state riscontrate variazioni a carico di un 

singolo nucleotide (SNV) nei geni SPEN, ITPKB, KMT2D, BTG1, BCL7A, TP53, 

ZNF217 e BCOR e inserzioni/delezioni (INDEL) a carico dei geni SPEN, TNFAIP3 e 

KMT2D. Per i geni SPEN, ARID1A, TNFAIP3 e TP53 si osserva una perdita di funzione. 

Tuttavia, dal database ClinVar (NCBI), una singola alterazione è stata identificata come 

patogenica nel gene TP53 con cambiamento nucleotidico c.797G>A ed amminoacidico 

p.Gly266Glu e frequenza allelica 3.45%.  Inoltre, solo l’indel nel gene ARID1A con 

relativa variazione nucleotidica c.3999_4001delGCA (p.Gln1334del) e frequenza allelica 

del 3.24% è stata identificata come benigna. 

Per il paziente #ID 805_01 (n=4/8) sono state riscontrate variazioni a carico di un singolo 

nucleotide (SNV) nei geni SPEN, ITPKB, TET2, MYC, PAX5, KMT2D, BCL7A e TP53 

e inserzioni/delezioni (INDEL) a carico dei geni ARID1A, PRDM1. Per i geni ARID1A, 

PRDM1 e TP53 si osserva una perdita di funzione. Dal database CLINVAR, l’indel nel 

gene ARID1A con relativa variazione nucleotidica c.3999_4001delGCA (p.Gln1334del) 

e frequenza allelica del 3.24% è stata identificata come benigna. 

Per il paziente #ID 819_01 (n=5/8) sono state riscontrate variazioni a carico di un singolo 

nucleotide (SNV) nei geni SPEN, XPO1, KMT2D, BCL7A, CIITA e ZNF217 e 

inserzioni/delezioni (INDEL) a carico dei geni SPEN e ARID1A. L’indel riscontrata nel 

gene ARID1A è stata c.3999_4001delGCA (p.Gln1334del) con frequenza allelica 2.78% 

e dal database di riferimento è stata identificata come benigna. 



 

Per il paziente #ID 001_L (n=6/8) sono state riscontrate variazioni a carico di un singolo 

nucleotide (SNV) nei geni SPEN, TET2, TNFAIP3, CARD11, IKBKB, BIRC3, ATM, 

KMT2D, BCL7A e CREBBP e inserzioni/delezioni (INDEL) a carico dei geni SPEN, 

ARID1A e PRDM1. Nei geni SPEN, ARID1A e PRDM1 si assiste ad una perdita di 

funzione. L’indel riscontrata nel gene ARID1A, riconosciuta come benigna, è stata 

c.3999_4001delGCA (p.Gln1334del) con frequenza allelica 3.18%. 

Per il paziente #ID G.LLO (n=7/8) sono state riscontrate variazioni a carico di un singolo 

nucleotide (SNV) nei geni SPEN, IRF4, H3C2, ATM, KMT2D, BCL7A, CIITA, EP300, 

BCOR e BTK e inserzioni/delezioni (INDEL) a carico dei geni KMT2D. Per il gene 

KMT2D si assiste ad una perdita di funzione. Tuttavia le variazioni rilevate non sono stata 

identificate né come benigne né come patogeniche dal database ClinVar (NCBI).  

Per il paziente #ID Gin_005 (n=8/8) sono state riscontrate variazioni a carico di un 

singolo nucleotide (SNV) nei geni SPEN, ATM, KMT2D, BCL7A e inserzioni/delezioni 

(INDEL) a carico dei geni ARID1A, TNFAIP3 e MYC. Nei geni SPEN, ARID1A, 

TNFAIP3 e ATM si assiste ad una perdita di funzione, invece nel gene MYC ad un acquisto 

di funzione. Dal database ClinVar (NCBI), una singola alterazione è stata identificata 

come patogenica nel gene ATM con sostituzione nucleotidca c.6004C>T ed 

amminoacidica p.Gln2002Ter e frequenza allelica 40.07% 

Le altre varianti presenti nei restanti geni nei pazienti analizzati n=8 ricoperti dal pannello 

Lymphome Custom Panel sono state classificate come unknown nel database ClinVar 

(NCBI) ad oggi disponibile. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Table 10. Risultati mutazionali del ctDNA degli 8 campioni analizzati 

 

 

 

 

 

 

 

 

Code Locus Ref Observed Allele Type Genes Location Length Oncomine Variant ClassOncomine Gene ClassInfo Allele Frequency %Amino Acid ChangeRead CountsCoverage

01_861 chr1:16264024 C A SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 13.30 p.Pro3465Thr 2000

01_861 chr1:27100175 ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA ACCCCCCCGCAGCAGAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAINDEL ARID1A ARID1A:exonic:NM_006015.6 3 Hotspot Loss-of-Function ACCCCCCCGCAGCAGAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.05, ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=4.88, ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.21, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.67, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.15p.Gln1334del 1945

01_861 chr2:61729446 C T SNV XPO1 XPO1:splicesite_3:NM_003400.4 1 2.36 p.? 594

01_861 chr6:106555020 GCCCCG GCCCA,GCCCG INDEL PRDM1 PRDM1:exonic:NM_001198.4 1 Truncating Loss-of-Function GCCCA=49.13, GCCCG=0.00p.Pro714GlnfsTer10 1962

01_861 chr7:148508728 A T SNV EZH2 EZH2:exonic:NM_004456.5 1 Hotspot Loss-of-Function 2.50 p.Tyr646Asn 2000

01_861 chr8:128750604 CCAGCAGCAGCAGCA CCAGCAGCAGCA,CCAGCAGCAGCAGCG INDEL MYC MYC:exonic:NM_002467.6 3 Hotspot Gain-of-Function CCAGCAGCAGCA=2.11, CCAGCAGCAGCAGCG=1.03p.Gln52del 1945

01_861 chr11:108188236 G A SNV ATM ATM:exonic:NM_000051.4 1 2.61 p.Cys2112Tyr 1305

01_861 chr12:49436012 T C SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 3.36 p.Glu1990Gly 119

01_861 chr12:49446021 G T SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 8.86 p.Ala482Glu 361

01_861 chr12:49446064 A G SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 3.23 p.Ser468Pro 1983

01_861 chr12:57496661 T C SNV STAT6 STAT6:exonic:NM_003153.5 1 Hotspot Gain-of-Function 4.70 p.Asp419Gly 2000

01_861 chr12:122481828 C T SNV BCL7A BCL7A:exonic:NM_020993.5 1 6.24 p.Ser103Phe 1987

01_861 chr16:3788617 C T SNV CREBBP CREBBP:exonic:NM_004380.3 1 Hotspot Loss-of-Function 9.55 p.Arg1446His 2000

01_861 chr17:7577108 C A SNV TP53 TP53:exonic:NM_000546.6 1 Hotspot Loss-of-Function 5.05 p.Cys277Phe 2000

781_3 chr1:16264024 C A SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 12.32 p.Pro3465Thr 1996

781_3 chr1:27100175 ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAINDEL ARID1A ARID1A:exonic:NM_006015.6 3 Hotspot Loss-of-Function ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=3.04, ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=1.34, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.52p.Gln1334del 1940

781_3 chr6:106555019 GGCCCCG CGGCCCA,GGCCCA,GGCCCG INDEL PRDM1 PRDM1:exonic:NM_001198.4 1 Truncating Loss-of-Function CGGCCCA=0.00, GGCCCA=52.61, GGCCCG=0.00p.Pro714GlnfsTer10 1975

781_3 chr6:138202328 CGGGGT CGGGGGT,CGGGGTC INDEL TNFAIP3 TNFAIP3:exonic:NM_001270507.2 1 Truncating Loss-of-Function CGGGGGT=0.00, CGGGGTC=2.45p.Glu751ArgfsTer18 1998

781_3 chr7:2976708 A G SNV CARD11 CARD11:exonic:NM_032415.7 1 2.49 p.Leu435Pro 201

781_3 chr12:49426769 GCAGCT GCA,GCCAGCT INDEL KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 3 GCA=2.30, GCCAGCT=0.00p.Gln3905del 1956

781_3 chr12:49444517 A G SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 2.40 p.Ser952Pro 2000

781_3 chr12:49446021 G T SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 9.18 p.Ala482Glu 523

781_3 chr12:57493670 T G SNV STAT6 STAT6:exonic:NM_003153.5 1 2.20 p.Ile542Leu 2000

781_3 chr12:122481828 C T SNV BCL7A BCL7A:exonic:NM_020993.5 1 7.39 p.Ser103Phe 1989

788_3 chr1:16255141 GGA G INDEL SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 2 Truncating Loss-of-Function 2.35 p.Arg806ThrfsTer14 1957

788_3 chr1:16264024 C A SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 12.95 p.Pro3465Thr 2000

788_3 chr1:27100175 ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA ACCCCCCCGCAGCAGAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAINDEL ARID1A ARID1A:exonic:NM_006015.6 3 Hotspot Loss-of-Function ACCCCCCCGCAGCAGAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.10, ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=3.24, ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.87, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.41, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.36p.Gln1334del 1946

788_3 chr1:226924626 G T SNV ITPKB ITPKB:exonic:NM_002221.3 1 Truncating Unclassified 2.55 p.Cys178Ter 1999

788_3 chr6:138192546 GGGAGATCATCCACAAAGCCCTCA G INDEL TNFAIP3 TNFAIP3:exonic:NM_001270507.2 23 Truncating Loss-of-Function 4.17 p.Glu62ArgfsTer31 1965

788_3 chr12:49426769 GCAGCT GCA,GCCAGCT INDEL KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 3 GCA=2.46, GCCAGCT=0.00p.Gln3905del 1954

788_3 chr12:49446021 G T SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 6.83 p.Ala482Glu 688

788_3 chr12:49446064 A G SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 2.37 p.Ser468Pro 1985

788_3 chr12:92539221 G A SNV BTG1,LOC101928617BTG1:exonic:NM_001731.3, LOC101928617:upstream:NR_135037.11 2.81 p.Leu31Phe 1993

788_3 chr12:122481828 C T SNV BCL7A BCL7A:exonic:NM_020993.5 1 6.92 p.Ser103Phe 1993

788_3 chr17:7577141 C T SNV TP53 TP53:exonic:NM_000546.6 1 Hotspot Loss-of-Function 3.45 p.Gly266Glu 2000

788_3 chr20:52193534 G A SNV ZNF217 ZNF217:exonic:NM_006526.3 1 3.29 p.Ala590Val 243

788_3 chrX:39923073 A G SNV BCOR BCOR:exonic:NM_001123385.2 1 2.55 p.Leu1212Pro 274

805_01 chr1:16264024 C A SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 20.15 p.Pro3465Thr 2000

805_01 chr1:27100175 ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAINDEL ARID1A ARID1A:exonic:NM_006015.6 3 Hotspot Loss-of-Function ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=2.98, ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=1.08, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.21p.Gln1334del 1944

805_01 chr1:226836378 T C SNV ITPKB ITPKB:exonic:NM_002221.3 1 2.97 p.His676Arg 101

805_01 chr4:106180823 CCTTCTC CCTTCTT,CC SNV TET2,TET2-AS1TET2:exonic:NM_001127208.3, TET2-AS1:intronic_nc:NR_126420.11 CCTTCTT=6.36, CC=6.31p.Ser1286Phe 1966

805_01 chr6:106555019 GGCCCCG CGGCCCA,GGCCCA,GGCCCG INDEL PRDM1 PRDM1:exonic:NM_001198.4 1 Truncating Loss-of-Function CGGCCCA=0.00, GGCCCA=47.84, GGCCCG=0.00p.Pro714GlnfsTer10 1994

805_01 chr8:128750686 C T SNV MYC MYC:exonic:NM_002467.6 1 3.05 p.Pro75Ser 2000

805_01 chr9:37020760 T G SNV PAX5 PAX5:exonic:NM_016734.3 1 5.01 p.Asn29His 1997

805_01 chr12:49446021 G T SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 13.21 p.Ala482Glu 583

805_01 chr12:49446064 A C,G SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 C=1.35, G=3.46p.Ser468Pro 1997

805_01 chr12:122481828 C T SNV BCL7A BCL7A:exonic:NM_020993.5 1 9.40 p.Ser103Phe 1978

805_01 chr17:7577117 A T SNV TP53 TP53:exonic:NM_000546.6 1 Hotspot Loss-of-Function 5.06 p.Val274Asp 1998

819_01 chr1:16255141 GGA G INDEL SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 2 Truncating Loss-of-Function 2.34 p.Arg806ThrfsTer14 1965

819_01 chr1:16264024 C A SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 15.80 p.Pro3465Thr 2000

819_01 chr1:27100175 ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAINDEL ARID1A ARID1A:exonic:NM_006015.6 3 Hotspot Loss-of-Function ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=2.78, ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=1.96, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.67p.Gln1334del 1943

819_01 chr2:61719199 T C SNV XPO1 XPO1:exonic:NM_003400.4 1 2.59 p.Thr620Ala 116

819_01 chr12:49424201 T G SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 3.33 p.Thr4621Pro 360

819_01 chr12:49446021 G T SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 8.15 p.Ala482Glu 1018

819_01 chr12:122481828 C T SNV BCL7A BCL7A:exonic:NM_020993.5 1 7.11 p.Ser103Phe 1984

819_01 chr16:11001823 T A SNV CIITA CIITA:exonic:NM_000246.3 1 2.85 p.Val825Glu 2000

819_01 chr20:52193534 G A SNV ZNF217 ZNF217:exonic:NM_006526.3 1 2.62 p.Ala590Val 420

001_list chr1:16255141 GGAG GGAA,GG INDEL SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 2 Truncating Loss-of-Function GGAA=1.33, GG=2.07p.Arg806ThrfsTer14 1352

001_list chr1:16255454 A G SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 2.41 p.Thr907Ala 663

001_list chr1:16260086 C T SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 2.30 p.His2451Tyr 1130

001_list chr1:16264024 C A SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 11.66 p.Pro3465Thr 1999

001_list chr1:16265262 A G SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 2.58 p.Gln3585Arg 155

001_list chr1:27100175 ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA ACCCCCCCGCAGCAGAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCAGCAGAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAINDEL ARID1A ARID1A:exonic:NM_006015.6 3 Hotspot Loss-of-Function ACCCCCCCGCAGCAGAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCGCAGCAGAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=3.18, ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=1.63, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.54p.Gln1334del 1101

001_list chr4:106155767 G A SNV TET2,TET2-AS1TET2:exonic:NM_001127208.3, TET2-AS1:intronic_nc:NR_126420.11 2.57 p.Gly223Asp 311

001_list chr6:106555019 GGCCCCG CGGCCCA,GGCCCA,GGCCCG INDEL PRDM1 PRDM1:exonic:NM_001198.4 1 Truncating Loss-of-Function CGGCCCA=0.18, GGCCCA=43.34, GGCCCG=0.00p.Pro714GlnfsTer10 1119

001_list chr6:138192366 T C SNV TNFAIP3 TNFAIP3:exonic:NM_001270507.2 1 2.76 p.Met1? 724

001_list chr7:2949763 T C SNV CARD11 CARD11:exonic:NM_032415.7 1 2.36 p.Thr1061Ala 1229

001_list chr7:2959151 C T SNV CARD11 CARD11:exonic:NM_032415.7 1 3.31 p.Asp789Asn 996

001_list chr8:42174415 A G SNV IKBKB IKBKB:exonic:NM_001556.3 1 3.23 p.Asp373Gly 465

001_list chr11:102198818 T C SNV BIRC3 BIRC3:exonic:NM_182962.3 1 2.58 p.Phe330Ser 659

001_list chr11:108098528 T C SNV ATM ATM:exonic:NM_000051.4 1 2.42 p.Leu33Pro 413

001_list chr11:108188247 A G SNV ATM ATM:exonic:NM_000051.4 1 3.25 p.Ser2116Gly 553

001_list chr12:49445664 G A SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 46.02 p.Pro601Leu 1999

001_list chr12:49446021 G T SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 7.79 p.Ala482Glu 154

001_list chr12:122481828 C T SNV BCL7A BCL7A:exonic:NM_020993.5 1 12.64 p.Ser103Phe 1978

001_list chr16:3778476 T C SNV CREBBP CREBBP:exonic:NM_004380.3 1 3.17 p.Glu2191Gly 536

006_Gll chr1:16264024 C A SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 12.95 p.Pro3465Thr 2000

006_Gll chr6:407453 A G SNV IRF4 IRF4:splicesite_3:NM_002460.4 1 2.64 p.? 758

006_Gll chr6:26032189 C T SNV H3C2 H3C2:exonic:NM_003537.4 1 3.35 p.Gly34Ser 777

006_Gll chr11:108181038 A G SNV ATM ATM:exonic:NM_000051.4 1 4.12 p.Lys1972Glu 1020

006_Gll chr12:49444467 GT G INDEL KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 Truncating Loss-of-Function 3.32 p.Asp968AlafsTer32 331

006_Gll chr12:49446021 G T SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 5.39 p.Ala482Glu 204

006_Gll chr12:122481828 C T SNV BCL7A BCL7A:exonic:NM_020993.5 1 8.84 p.Ser103Phe 1991

006_Gll chr16:11001508 T C SNV CIITA CIITA:exonic:NM_000246.3 1 6.81 p.Leu720Pro 1998

006_Gll chr22:41523660 G A SNV EP300 EP300:exonic:NM_001429.4 1 3.60 p.Gly359Glu 888

006_Gll chr22:41523700 GAAG AAAA MNV EP300 EP300:exonic:NM_001429.4 4 3.56 p.[Met372Ile;Lys373=] 870

006_Gll chrX:39933892 G A SNV BCOR BCOR:exonic:NM_001123385.2 1 2.68 p.Pro236Leu 1306

006_Gll chrX:39935724 G A SNV BCOR BCOR:exonic:NM_001123385.2 1 3.49 p.Pro50Ser 487

006_Gll chrX:100626676 T C SNV BTK BTK:exonic:NM_000061.3 1 2.36 p.Glu85Gly 889

001_Gin chr1:16255141 GGA G INDEL SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 2 Truncating Loss-of-Function 2.74 p.Arg806ThrfsTer14 1974

001_Gin chr1:16264024 C A SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 14.55 p.Pro3465Thr 2000

001_Gin chr1:16265274 T C SNV SPEN SPEN:exonic:NM_015001.3 1 2.72 p.Val3589Ala 368

001_Gin chr1:27100175 ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA,ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAINDEL ARID1A ARID1A:exonic:NM_006015.6 3 Hotspot Loss-of-Function ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=2.50, ACCCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.47, ACCCCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.00, ACCCCCGCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA=0.52p.Gln1334del 1920

001_Gin chr6:138202328 CGGGGT CGGGGGT,CGGGGTC INDEL TNFAIP3 TNFAIP3:exonic:NM_001270507.2 1 Truncating Loss-of-Function CGGGGGT=0.00, CGGGGTC=3.66p.Glu751ArgfsTer18 1992

001_Gin chr8:128750604 CCAGCAG CCAGCAA,CCAG INDEL MYC MYC:exonic:NM_002467.6 3 Hotspot Gain-of-Function CCAGCAA=1.02, CCAG=2.51p.Gln52del 1956

001_Gin chr11:108183223 C T SNV ATM ATM:exonic:NM_000051.4 1 Truncating Loss-of-Function 40.07 p.Gln2002Ter 579

001_Gin chr12:49424201 T G SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 3.09 p.Thr4621Pro 291

001_Gin chr12:49446021 G T SNV KMT2D KMT2D:exonic:NM_003482.4 1 5.51 p.Ala482Glu 508

001_Gin chr12:122481828 C T SNV BCL7A BCL7A:exonic:NM_020993.5 1 8.45 p.Ser103Phe 1988



 

5. DISCUSSIONE 

Lo studio stabilisce che il ctDNA è la fonte del DNA tumorale per la profilazione 

mutazionale del LH. Superando i principali ostacoli tecnici che hanno finora limitato la 

genotipizzazione di LH, il nostro approccio tecnico basato sul ctDNA ha permesso una 

valutazione su larga scala delle mutationi di tale patologia a diagnosi. 

La procedura di sequenziamento qui riportata presenta diversi vantaggi, infatti, 

utilizzando un singolo pannello, siamo stati in grado di rilevare fino a 99 mutazioni in 27 

geni (ARID1A, ATM, BCOR, BCL2, BIRC3, BLC7A, BTG1, BTK, CARD11, CIITA, 

CREBBP, EP300, EXH2, IRF4, ITPKB, IKBKB, MYC, PAX5, PRDM1, SPEN, STAT6, 

TET2, TNFAIP3, TP53, KMT2D, XPO1, ZNF217) .  Mutazioni non somatiche sono state 

individuate nel ctDNA di tutti gli 8 pazienti analizzati, includendo varianti di TNFAIP3, 

ITPKB, CARD11, and CIITA genes, già riportati in diversi studi su cellule piurificate di 

HRS. In accordo alla letteratura, abbiamo osservato ricorrenti acquisti di funzione in una 

regione del cromosoma 2 contenente MYC e acquisti di funzione per STAT6; sono stati 

osservati soprattutto perdite di funzione in segmenti genici coinvolgenti PRDM1 e 

TNFAIP3 e KMTD2. 

I protocolli, i pannelli e le variant caller di PGM Ion Torrent non detectano mutazioni 

poco abbondanti e diluite in una grande quantità di DNA wild type. Pertanto, abbiamo 

utilizzato diverse strategie interne specificamente adattate al cfDNA. In primo luogo, 

abbiamo ridotto il numero di geni ed esoni rispetto ai test disponibili in commercio, e 

abbiamo modificato le soglie per la chiamata delle varianti, in particolare tutte le varianti 

con Copertura allelica >5X e uno score di qualità>20, all'interno di un amplicone che 

coprivano almeno 1000X alleli, sono stati chiamati. 

 

 

 

 

 

 

 



 

6. CONCLUSIONE 

In questo studio dimostriamo che le prestazioni del sequenziamento ultra-profondo 

utilizzando un pannello NGS su Ion Torrent PGM è eccellente, e che questa procedura 

può essere utilizzata per l'analisi di routine delle mutazioni tumorali rilevanti nel cfDNA.  

L'NGS di per sé è una procedura efficace in termini di tempo per analizzare un gran 

numero di campioni, ottimizzando così il flusso di lavoro nei laboratori di patologia 

molecolare. Con la nostra procedura è possibile processare contemporaneamente diversi 

tipi di campioni (DNA da tessuti tumorali e cfDNA da fluidi biologici).  

Oltre ad essere un'alternativa alla diagnosi molecolare a livello presentazione quando il 

tessuto tumorale non è disponibile, la biopsia liquida è anche un test non invasivo con cui 

monitorare la risposta terapia mirata e per rilevare l'insorgenza di resistenze mutazioni. Il 

monitoraggio consisterebbe nel quantificare le frazioni alleliche mutanti nel cfDNA nel 

corso del tempo, che possono essere valutati in modo affidabile dal nostro test NGS.  
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