
INTRODUZIONE
I disordini linfoproliferativi post-trapianto
(PTLD) rappresentano un gruppo eterogeneo di
linfoproliferazioni patologiche, prevalentemente
a carico di linfociti B, che insorgono nel contesto
di una immunodepressione iatrogena in pazienti
che hanno subito un trapianto d’organo o di cellu-
le staminali emopoietiche. A differenza di quanto
si verifica per i linfomi non-Hodgkin dei pazienti
immunocompetenti, la maggioranza dei PTLD è
associata all’infezione da parte del virus di
Epstein-Barr (EBV), come dimostrato dalla pre-
senza del virus nelle cellule di tali linfoprolifera-
zioni. Quadri clinico-patologici simili ai PTLD si
riscontrano anche in associazione con altre condi-
zioni di immunodeficienza, sia di tipo congenito
che acquisito (infezione da HIV), e sono anch’es-
si prevalentemente EBV-correlati (23, 43). Tutte
queste linfoproliferazioni sono la conseguenza di
alterazioni delle risposte immuni che normalmen-
te tengono sotto controllo l’infezione da EBV e
che impediscono al virus di estrinsecare il suo
potenziale trasformante nei confronti del linfocita
B. Tuttavia, alla complessa patogenesi dei PTLD
concorrono anche altri fattori, ancora poco noti,
sia legati alla cellula EBV-infettata che all’ospite
portatore del trapianto. Nella presente rassegna
verranno riassunte le recenti acquisizioni sulla
biologia dell’infezione da EBV, con particolare
riferimento al ruolo di tale virus nella patogenesi
dei PTLD. Data la loro rilevanza in termini di
gestione clinica del paziente trapiantato, verranno
inoltre discussi gli aspetti metodologici e le pro-
blematiche applicative inerenti il monitoraggio
del carico di EBV nel sangue periferico di questi
pazienti. 
Il virus
L’EBV è un �-herpesvirus umano ubiquitario che
infetta più del 95% della popolazione mondiale
(68). La maggior parte delle infezioni primarie si
verificano nella prima infanzia e sono general-
mente asintomatiche. Tuttavia, quando l’infezio-
ne primaria si verifica più tardivamente, come nei
paesi ad elevati standard socio-economici, l’EBV
può causare la mononucleosi infettiva, un disordi-
ne linfoproliferativo autolimitante caratterizzato
dalla presenza nel torrente circolatorio di un ele-

vato numero di linfociti B EBV-infettati e da una
massiva espansione oligoclonale di linfociti     T
CD8+ EBV-specifici (36). La trasmissione del
virus si verifica prevalentemente tramite le secre-
zioni oro-faringee che usualmente contengono
virioni infettanti di EBV (95). Queste osservazio-
ni, unitamente al riscontro di un’intensa attività
replicativa di EBV in lesioni di leucoplachia orale
“hairy” dei pazienti HIV-sieropositivi (26), ave-
vano inizialmente suggerito che le cellule epite-
liali potessero rappresentare il sito primario del-
l’infezione produttiva di EBV. Tuttavia, evidenze
più recenti hanno dimostrato in modo conclusivo
come siano i linfociti B a costituire il sito della
persistenza del virus nell’ospite infettato. E’ stato
infatti dimostrato che l’EBV può essere eradicato
in pazienti sottoposti a trapianto di midollo in
seguito alla somministrazione di chemioterapia
ad alte dosi che elimina le cellule linfoidi dell’o-
spite ma non quelle dell’epitelio della mucosa
oro-faringea (24). Inoltre, in tonsille di pazienti
con mononucleosi infettiva, l’EBV è riscontrabile
nei linfociti B e non nelle cellule epiteliali (59).
Infine, i pazienti affetti da agammaglobulinemia
legata al cromosoma X, una malattia caratterizza-
ta da alterazioni della maturazione dei linfociti B,
non sono suscettibili all’infezione da parte di
EBV (21).
La presenza del DNA di EBV e la costante espres-
sione di proteine virali indicano come l’EBV sia
probabilmente coinvolto nella patogenesi di un
numero crescente di neoplasie umane. Queste
comprendono linfomi a carico di cellule B, T e
natural killer (NK), quali il linfoma di Burkitt
endemico, le linfoproliferazioni associate all’im-
munodepressione, il linfoma di Hodgkin, i linfo-
mi a cellule T periferiche e i linfomi nasali a cel-
lule T/NK (68). L’EBV è inoltre associato allo
sviluppo di una serie di neoplasie di origine non
linfoide quali il carcinoma indifferenziato del
rinofaringe (17), una frazione di carcinomi dello
stomaco (34) e alcuni leiomiosarcomi insorti in
pazienti con AIDS o portatori di trapianto d’orga-
no (38). Questo spettro di tumori EBV-correlati
riflette il prevalente anche se non esclusivo tropi-
smo del virus nei confronti di due distinti tipi cel-
lulari: il linfocita B e le cellule epiteliali.
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L’infezione di tali bersagli cellulari si verifica
attraverso meccanismi diversi, soltanto in parte
definiti, e si traduce nell’espressione di un diver-
so pattern di proteine virali. 
Fisiopatologia dell’infezione dei linfociti B da
parte di EBV
Come è noto, l’EBV ha uno spiccato tropismo per
i linfociti B umani che vengono rapidamente
infettati ed immortalizzati in vitro dal virus (68).
L’ingresso dell’EBV in tali cellule è principal-
mente mediato dal legame della glicoproteina
gp350 dell’envelope virale con il recettore C3d
del complemento (o CD21) espresso sulla super-
ficie dei linfociti B (22). Caratteristica peculiare
di tali cellule è la capacità di supportare la repli-
cazione del virus o l’infezione latente a seconda
dello stato differenziativo o di attivazione funzio-
nale della cellula. I linfociti B memoria rappre-
sentano infatti il principale sito di latenza che
consente al virus di sfuggire al riconoscimento da
parte del sistema immunitario (3-5). Al contrario,
i linfociti B terminalmente differenziati e pertan-
to destinati a morire, le plasmacellule, sono per-
missivi per l’infezione produttiva che consente la
diffusione del virus sia in altri organi dell’ospite
infettato che ad altri individui (85). In soggetti
adulti sani, l’EBV è presente in circa 1-50 linfoci-
ti B per milione di cellule circolanti (2). I linfoci-
ti B memoria EBV-infettati possono essere com-
pletamente silenti per l’espressione di proteine
virali (Latenza 0) o esprimere la proteina di mem-
brana latent membrane protein 2 (LMP-2) da sola
o insieme all’antigene nucleare EBNA-1 (Latenza
I) (14, 54). Come sarà discusso successivamente,
l’espressione di queste proteine virali è di crucia-
le importanza per l’induzione ed il mantenimento
della persistenza di EBV nei linfociti B. Infatti,
l’EBNA-1 è un importante regolatore della repli-
cazione virale e consente la persistenza dell’epi-
soma virale all’interno della cellula infettata (96),
mentre la proteina LMP-2 promuove la sopravvi-
venza dei linfociti B EBV-infettati inibendo la
riattivazione del virus indotta da stimoli dell’ospi-
te (50).
In presenza di un difettoso controllo immunologi-
co dell’infezione da EBV, come si osserva in vitro
o in pazienti immunodepressi, le cellule B EBV-
infettate presentano un pattern di latenza più allar-
gato (Latenza III) caratterizzato dall’espressione
di 6 proteine nucleari (EBNA-1-6) e 3 proteine di
membrana (LMP-1, -2A e -2B) (68). Questa
forma di latenza è stata anche denominata “pro-
gramma proliferativo” in quanto associato alla
crescita autonoma dei linfociti B, come esemplifi-
cato dalle linee linfoblastoidi B in vitro (85).
Queste cellule esprimono elevati livelli di marca-
tori immunofenotipici di attivazione (CD23,

CD40) e di molecole di adesione (ICAM-1, LFA-
1, LFA-3, CD80) e presentano numerose somi-
glianze con gli immunoblasti B normali attivati in
seguito all’interazione con l’antigene verso il
quale tali cellule sono specificamente reattive
(68). L’attivazione del “programma proliferativo”
probabilmente contribuisce all’espansione del
pool iniziale di linfociti B EBV-infettati, aumen-
tando in tal modo la probabilità che il virus rag-
giunga il sito privilegiato di persistenza, le cellu-
le B memoria.
Una forma intermedia di latenza è stata recente-
mente identificata in linfociti B che si localizzano
nei centri germinativi dei follicoli linfatici (4,5).
In queste cellule, l’espressione di proteine di EBV
è ristretta all’EBNA-1 e alle 3 proteine di mem-
brana (LMP-1, -2A e -2B), rappresentando il
cosiddetto “programma di salvataggio” (Latenza
II) che avrebbe la funzione di consentire la
sopravvivenza dei linfoblasti EBV-infettati e la
loro differenziazione a cellule B memoria (85).
Un simile pattern di espressione di proteine virali
è riscontrabile anche nei casi di linfoma di
Hodgkin EBV-correlati, neoplasia che è stata
recentemente identificata come di derivazione dal
lineage B cellulare (79). Una ulteriore forma di
interazione dell’EBV con i linfociti B è riscontra-
bile nelle cellule di linfoma di Burkitt EBV-asso-
ciato, che corrisponde prevalentemente alle forme
endemiche dell’Africa equatoriale e della Nuova
Guinea (29). In tali linfomi è evidenziabile sol-
tanto l’espressione di EBNA-1, mentre i geni
codificanti per gli altri EBNA e per le proteine
LMP-1 e -2 sono silenziati in seguito a metilazio-
ne dei corrispondenti promotori (37,53).
Meccanismi della trasformazione indotta da
EBV
L’EBV contribuisce alla immortalizzazione/tra-
sformazione di diversi tipi di cellule attraverso
l’attività di proteine virali capaci di interferire con
vie di transduzione del segnale che controllano la
proliferazione e/o la sopravvivenza della cellula.
Queste proteine codificate da EBV agiscono in
modo cooperativo e inducono effetti biologici che
differiscono a seconda del tipo di cellula (16). 
EBNA-1: Con la possibile eccezione delle cellu-
le B memoria EBV+ circolanti, EBNA-1 è espres-
so in tutte le forme di latenza di EBV e in tutte le
neoplasie EBV-associate, indicando come le pro-
prietà biologiche di tale proteina siano critiche sia
per la persistenza del virus che per la trasforma-
zione indotta da EBV (47). EBNA-1 è infatti
essenziale per il mantenimento degli episomi di
EBV all’interno delle cellule infettate, e svolge un
ruolo importante nel controllare l’espressione di
geni virali. La struttura di tale proteina è peculia-
re in quanto la maggior parte della sua porzione
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amino-terminale è costituita da ripetizioni di gli-
cina e alanina che risultano di lunghezza variabi-
le nei vari isolati di EBV (20). Studi recenti hanno
dimostrato che tale dominio è in grado di inibire
il processamento della proteina da parte del pro-
teasoma, impedendo in tal modo un’efficace pre-
sentazione di epitopi antigenici di EBNA-1 (48).
Ciò consentirebbe alle cellule latentemente infet-
tate da EBV di sfuggire al riconoscimento da
parte del sistema immune, favorendone la persi-
stenza nell’ospite e contribuendo alla trasforma-
zione indotta da EBV. EBNA-1, tuttavia, sembra
essere in grado di indurre anche effetti non di
natura immunologica, capaci di contribuire diret-
tamente all’induzione del fenotipo trasformato.
Infatti, topi iperesprimenti costitutivamente
EBNA-1 nei linfociti B mostrano un’elevata inci-
denza di linfomi a cellule B (91). 
EBNA-2: La proteina EBNA-2 si localizza a
livello del nucleo delle cellule EBV+ ed è una
delle prime proteine virali espresse in linfociti B
infettati da EBV (98). Insieme ad EBNA-5,
EBNA-2 stimola l’ingresso nel ciclo cellulare di
linfociti B non proliferanti ed è in grado di pro-
muovere la trascrizione sia di geni di EBV che di
geni cellulari quali c-fgr, c-myc, CD21 e CD23
(98). EBNA-2 si è rivelata essenziale per l’im-
mortalizzazione EBV-indotta dei B linfociti e tale
attività sembra dipendere strettamente dalla sua
interazione con la proteina cellulare RBP-J, un
componente fondamentale della cascata di segna-
li attivata dai recettori della famiglia Notch (93).
Mentre in condizioni fisiologiche RBP-J funziona
come fattore trascrizionale soltanto in seguito ad
attivazione del recettore Notch, in cellule EBV+
che esprimono di EBNA-2, RBP-J forma com-
plessi con EBNA-2 che lo rendono costitutiva-
mente attivo anche in condizioni in cui Notch è
silente (98). Pertanto, EBNA-2 può essere consi-
derato alla stregua di un omologo funzionale di un
recettore Notch costitutivamente attivato. Il fatto
che Notch attivi fisiologicamente una cascata di
segnali che regolano lo sviluppo e la proliferazio-
ne dei B linfociti (60) rende ragione della rilevan-
za del contributo dato da EBNA-2 all’immortaliz-
zazione/trasformazione di tali cellule mediata da
EBV. 
LMP-1: La proteina di membrana LMP-1 si è
dimostrata in grado di conferire caratteristiche
proprie del fenotipo trasformato quali: ridotta
dipendenza da siero per la proliferazione, riduzio-
ne dell’inibizione da contatto, crescita indipen-
dente dall’ancoraggio ad una matrice solida e
tumorigenicità in modelli animali (15,19,89).
Inoltre, studi condotti con ceppi di EBV mutanti
hanno dimostrato che l’espressione di LMP-1 è
critica per l’immortalizzazione dei linfociti B

(40). Da sola, la proteina LMP-1 è in grado di
indurre una gran parte delle alterazioni fenotipi-
che e funzionali associate all’infezione da EBV
quali: aumentata adesione cellulare omotipica,
induzione di molecole di adesione (LFA-1,
ICAM-1, LFA-3) (55,97), di marcatori di attiva-
zione dei linfociti B (CD23, CD30, CD40, CD71)
(11) e di geni anti-apoptotici (bcl-2, bcl-xL, Mcl-
1, A20) (30, 45, 90). Come per EBNA-1, anche
topi transgenici per LMP-1 hanno mostrato un’e-
levata incidenza di linfomi a cellule B (44). Studi
recenti hanno consentito di comprendere i mecca-
nismi responsabili dell’elevato pleiotropismo fun-
zionale mostrato da LMP-1. È stato infatti dimo-
strato che la corta sequenza amino-terminale e i 6
domini transmembrana della proteina promuovo-
no la formazione di aggregati di molecole di
LMP-1 a livello della membrana plasmatica, con-
sentendo ad LMP-1 di funzionare come un recet-
tore costitutivamente attivato (18,46). Ciò si rea-
lizza in quanto l’aggregazione di più molecole di
LMP-1 favorisce il reclutamento di una serie di
secondi messaggeri intracellulari a livello del
domino carbossi-terminale della proteina. La pro-
teina LMP-1 è pertanto in grado di usurpare
diverse vie di transduzione del segnale che sono
di cruciale importanza per la regolazione della
crescita e della proliferazione dei linfociti B. In
particolare, la natura dei secondi messaggeri atti-
vati da LMP-1 suggerisce come questa proteina
virale condivida proprietà funzionali con membri
della superfamiglia dei recettori del Tumor
Necrosis Factor, di cui fa parte anche il CD40
(18,46). Tuttavia, a differenza del CD40 che è
normalmente espresso sulla superficie dei linfoci-
ti B, la proteina LMP-1 attiva parte della cascata
dei segnali stimolata da CD40 indipendentemente
dalla presenza del rispettivo ligando. Si ritiene
pertanto che il dirottamento di varie vie di trans-
duzione del segnale operato da LMP-1 conferisca
a tale proteina la capacità di contribuire alla pato-
genesi di molte neoplasie EBV-correlate attraver-
so l’attivazione simultanea o sequenziale di
segnali coinvolti nella regolazione dell’attivazio-
ne, proliferazione e sopravvivenza delle cellule. 
LMP-2: A differenza di LMP-1, la proteina
LMP-2 non sembra essere essenziale per l’im-
mortalizzazione dei linfociti B in vitro (49).
Tuttavia, la costante espressione di questo gene
virale nelle cellule B memoria EBV+ degli indi-
vidui sani suggerisce che LMP-2 possa rivestire
un ruolo rilevante nel mediare la persistenza del
virus nell’ospite infettato (2). Osservazioni recen-
ti indicano come LMP-2 attivi segnali capaci di
impedire la morte per apoptosi di linfociti B
immaturi (10). Ciò è stato messo in relazione con
la capacità di LMP-2 di interferire con la via di
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transduzione del segnale della fosfatidilinositolo-
3-chinasi/Akt (76,83), nota per regolare non solo
la sopravvivenza ma anche la proliferazione dei
linfociti B (9). E’ stato inoltre dimostrato che
LMP-2 inibisce il passaggio dalla latenza al ciclo
replicativo (litico) di EBV, fisiologicamente inne-
scato dall’attivazione del recettore delle cellule B
(BCR) conseguente all’incontro con l’antigene
(50). Tale effetto sembra sia dovuto alla capacità
di LMP-2 di promuovere la degradazione protea-
soma-mediata di secondi messaggeri cellulari
attivati dalla stimolazione del BCR (35,92). E’
pertanto probabile che, oltre a favorire la persi-
stenza di EBV, le proprietà funzionali attribuite ad
LMP-2 possano avere un qualche ruolo nell’indu-
zione e/o nel mantenimento del fenotipo trasfor-
mato. 
Classificazione e diagnosi dei PTLD
Il termine PTLD generalmente si riferisce ad uno
spettro di disordini iperproliferativi dei linfociti B
che variano da condizioni benigne, quali sindromi
simili alla mononucleosi infettiva e l’iperplasia
linfoide policlonale, a quadri francamente maligni
quali linfomi a cellule B (o T), che possono anche
avere un decorso fulminante (28,57). Sono anche
distinte forme di PTLD “polimorfo”, con caratte-
ristiche ancora incompletamente definite, che
vengono collocati tra i quadri benigni policlonali
e le neoplasie francamente monoclonali (28). La
diagnosi di neoplasia dovrebbe comprendere la
presenza di almeno due dei seguenti criteri: (i) la
distruzione dell’architettura linfonodale; (ii) la
presenza di popolazioni cellulari monoclonali
dimostrata da marcatori cellulari (riarrangiamenti
dei geni delle immunoglobuline) e/o virali (anali-
si del numero delle sequenze ripetute terminali
del genoma di EBV); (iii) evidenza di infezione
da parte di EBV nelle cellule della linfoprolifera-
zione (62). In considerazione dell’elevato numero
di quadri clinico-patologici che possono entrare in
diagnosi differenziale con i PTLD, è essenziale
eseguire un’attenta analisi istopatologica su biop-
sie tissutali. L’esecuzione di indagini addizionali
può essere utile per confermare la diagnosi di
PTLD. Queste comprendono la caratterizzazione
immunofenotipica, eseguita mediante immuno-
fluorescenza ed analisi in citometria a flusso o
con metodiche immunoistochimiche, la determi-
nazione dell’espressione degli RNA precoci di
EBV (EBER) da parte delle cellule neoplastiche
tramite ibridazione in situ, e indagini molecolari
quali lo studio della clonalità B mediante analisi
dei riarrangiamenti dei geni delle immunoglobuli-
ne. Ci si può inoltre avvalere dello studio della
clonalità di EBV che prevede l’analisi della con-
figurazione molecolare e delle dimensioni delle
estremità del genoma del virus. Ciò è possibile in

quanto la circolarizzazione del genoma di EBV
che si verifica in seguito ad ogni evento infettivo
coinvolge sempre un numero variabile di sequen-
ze ripetute terminali, dando origine ad episomi di
dimensioni diverse nelle varie cellule infettate dal
virus. Poiché gli episomi di EBV vengono mante-
nuti inalterati nella progenie di ciascuna cellula
infettata, la dimensione delle sequenze terminali
fuse del genoma virale costituisce un marcatore di
clonalità costante per il virus e, conseguentemen-
te, anche per la cellula che lo alberga (66) (figura
1).

Le indagini serologiche rivestono un valore limi-
tato per quanto riguarda la diagnosi di PTLD,
potendo essere addirittura confondenti a causa
delle profonde alterazioni della risposta immune
che si riscontrano in questi pazienti. L’importanza
clinica della serologia sembra attualmente confi-
nata alla identificazione di una sieronegatività per
EBV pre-trapianto e, in tali casi, al riscontro di
IgM specifiche per gli antigeni virocapsidici del
virus quale evidenza di infezione primaria di
EBV, condizioni associate ad un elevato rischio di
sviluppare il PTLD. In pazienti EBV-sieropositivi
all’epoca del trapianto, i titoli degli anticorpi con-
tro antigeni di EBV sono spesso abnormemente
elevati anche se tali alterazioni riflettono proba-
bilmente i livelli di immunosoppressione più che
essere indicativi della presenza di un PTLD.
Patogenesi dei PTLD
Globalmente i PTLD si riscontrano in circa l’1-
10% di tutti i pazienti trapiantati e costituiscono il
più frequente tipo di neoplasia dei bambini che
hanno subito un trapianto (58). L’incidenza del
PTLD varia considerevolmente a seconda del tipo
di organo trapiantato, essendo più frequente in
pazienti che hanno ricevuto un trapianto di inte-
stino e di cuore/polmoni e molto bassa dopo tra-
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Figura 1. Determinazione della clonalità di EBV tramite
l'analisi della configurazione molecolare e delle dimensioni
delle estremità del genoma del virus.TR: sequenze ripetu-
te terminali presenti alle estremità del genoma di EBV. IR1:
dominio di sequenze ripetute interne al genoma virale.



pianto di midollo osseo autologo (58). Tali varia-
zioni probabilmente rispecchiano il diverso carico
di immunosoppressione farmacologica a cui ven-
gono sottoposti i pazienti in funzione del tipo di
trapianto effettuato. Un elevato rischio di PTLD
(24%) si riscontra anche in pazienti che hanno
ricevuto un midollo osseo allogenico depleto di
linfociti T. In questi casi la profonda immunode-
pressione iatrogena si associa alla pressocchè
totale assenza di linfociti T sia del donatore che
del ricevente, incrementando in tal modo la pro-
babilità di sviluppare il PTLD. In pazienti che
hanno ricevuto un trapianto di midollo osseo i
PTLD derivano generalmente dai linfociti B del
donatore, mentre la maggioranza dei PTLD insor-
ti in accettori di trapianto d’organo sono di deri-
vazione dai linfociti B del ricevente (58,77). 
Più della metà dei casi di PTLD è associata all’in-
fezione primaria da parte di EBV e ciò spiega
come la sieronegatività per EBV sia un importan-
te fattore di rischio di PTLD nell’età pediatrica
(31,63). La trasmissione dell’EBV ad un paziente
trapiantato EBV-sieronegativo può avvenire tra-
mite le modalità convenzionali o, più frequente-
mente, in seguito al trapianto di un organo conte-
nente cellule EBV-infettate. In tali situazioni, la
mancanza di risposte immuni efficaci contro EBV
favorisce una incontrollata attività replicativa del
virus che si traduce nell’infezione di un elevato
numero di linfociti B che possono andare incontro
alla trasformazione e proliferare indebitamente.
La malattia in questi pazienti si manifesta gene-
ralmente entro il primo anno dal trapianto con un
quadro clinico simile a quello della mononucleo-
si infettiva. Al contrario, la maggior parte dei
PTLD dei pazienti EBV-sieropositivi al momento
del trapianto insorge più tardivamente, talvolta
anche a diversi anni di distanza dal trapianto (31). 
L’importanza delle alterazioni delle risposte
immuni T cellulari EBV-specifiche nella patoge-
nesi dei PTLD è sottolineata anche dai fattori di
rischio che oggi sappiamo favorire lo sviluppo di
tali disordini. Per i pazienti che hanno ricevuto un
trapianto d’organo, questi fattori comprendono: la
sieronegatività per EBV (in particolare in presen-
za di un donatore EBV-sieropositivo), lo sviluppo
di un’infezione primaria da EBV (o riattivazioni
occasionali del virus), elevati livelli di immuno-
soppressione farmacologica, presenza di malattia
da citomegalovirus (CMV) e la giovane età, indi-
pendentemente dalla sieropositività per EBV
(57,58). Per quanto riguarda la malattia da CMV,
questa potrebbe semplicemente riflettere l’entità
dell’immunosoppressione, ma è anche possibile
che la riattivazione del CMV abbia profondi effet-
ti sul sistema immune dell’ospite, favorendo tra
l’altro la produzione di citochine che potrebbero

transattivare direttamente geni di EBV (1). Le
evidenze finora ottenute indicano comunque che,
oltre all’imunosoppressione, altri fattori sono
necessari per lo sviluppo dei PTLD (figura II).

Tra questi sembrano di rilevanza patogenetica
alcuni fattori microambientali, quali la presenza
di un abbondante infiltrazione di linfociti T CD4+
che si riscontra frequentemente nelle lesioni di
PTLD, particolarmente delle forme ad insorgenza
precoce (64). In particolare, esperimenti condotti
in topi immunodeficienti (SCID) hanno consenti-
to di dimostrare che la presenza di linfociti T
CD4+ è necessaria per lo sviluppo dei tumori
simili al PTLD che si originano in seguito all’ino-
culo di cellule mononucleate del sangue periferi-
co derivate da individui EBV-sieropositivi (88).
In tale modello animale è stato inoltre osservato
che le cellule linfomatose producono citochine
capaci di stimolare la proliferazione delle cellule
B in modo autocrino (39). Tra le varie citochine in
grado di contribuire allo sviluppo dei PTLD, l’IL-
6 riveste certamente un ruolo rilevante. Infatti,
livelli elevati di IL-6 nel siero di pazienti immu-
nocompromessi sono stati correlati con un mag-
gior rischio di sviluppare linfomi a cellule B (8).
Inoltre, la neutralizzazione dell’IL-6 endogena
tramite somministrazione di anticorpi specifici
per IL-6 ha indotto stabilizzazione o parziale
remissione del PTLD (27). Recentemente è stato
inoltre dimostrato come concentrazioni fisiologi-
che di glucocorticoidi, ma non altri ormoni steroi-
dei, promuovano direttamente la proliferazione di
cellule B immortalizzate da EBV in vitro (65).
Tali effetti sono efficientemente revertiti dal trat-
tamento con mifepristone, un antagonista dei
recettori dei glucocorticoidi. Tale composto, inol-
tre, si è dimostrato attivo anche in vivo, inibendo
significativamente la crescita di linfociti B EBV+
in modelli animali, suggerendo un possibile con-
tributo degli ormoni glucocorticoidi nella patoge-
nesi dei PTLD (65). Infine, alterazioni genetiche,
in particolare a carico dei geni p53, c-myc e N-
ras, sono state associate all’evoluzione di forme
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Figura II. Fattori associati allo sviluppo e alla progressione mali-
gna dei PTLD.



policlonali di PTLD verso quadri francamente
monoclonali ed altamente aggressivi (13,43).
Nella maggior parte dei casi le cellule del PTLD
esprimono un pattern di latenza virale che com-
prende tutti gli antigeni della fase latente (latenza
III), mentre si ritiene che solo una piccola propor-
zione di tali cellule presenti caratteristiche fenoti-
piche compatibili con una replicazione di EBV
(67,84). Dato che l’espressione di alcuni oncoge-
ni virali quali LMP-1 ed EBNA-2 è in grado di
promuovere direttamente la proliferazione dei lin-
fociti B, ciò spiega come l’EBV rivesta un ruolo
diretto nella patogenesi del PTLD. Tuttavia,
occorre sottolineare come l’espressione dei vari
antigeni di EBV sia spesso eterogenea nell’ambi-
to dello stesso caso, non essendo infrequente il
riscontro di sottopopolazioni di cellule con pat-
tern di latenza più ristretti (latenza I o II)
(12,33,61,67). In tali casi, è probabile che siano
intervenute alterazioni genetiche o epigenetiche
in grado di rendere non più necessaria l’espres-
sione di oncogeni virali per il mantenimento del
fenotipo trasformato.
Monitoraggio del carico del DNA di EBV nel
paziente trapiantato: aspetti metodologici e
significato clinico 
Una precoce identificazione dei pazienti a rischio
di sviluppare PTLD è di cruciale importanza per
ridurre la morbidità e la mortalità legate al PTLD.
A tale proposito era stato ipotizzato che il moni-
toraggio del carico del DNA di EBV nel sangue
periferico di pazienti trapiantati potesse rivestire
rilevanza diagnostica, quale potenziale indicatore
delle alterazioni immunopatologiche precedenti o
associate allo sviluppo del PTLD. Tale ipotesi è
stata ampiamente confermata da studi che hanno
dimostrato come la presenza di PTLD sia signifi-
cativamente associata ad elevate quantità del
DNA di EBV nel sangue periferico, ciò sia in
pazienti con trapianto di midollo osseo allogenico
che in accettori di trapianto d’organo
(25,41,69,70,75). Sebbene la valutazione del cari-
co del DNA di EBV sia ancora frequentemente
effettuata utilizzando tecniche semiquantitative, i
dati più recenti sottolineano l’importanza dell’a-
dozione di metodiche di PCR quantitativa basate
sulla co-amplificazione del DNA di EBV insieme
a concentrazioni note di uno standard interno

(6,73,80). In tali metodiche, ogni reazione risulta
nella formazione di due diversi prodotti che pos-
sono essere distinti sulla base della lunghezza del
frammento amplificato (6,73) o in seguito ad ibri-
dazione con specifici oligonucleotidi (75,80).
L’inclusione degli standard interni di calibrazione
consente di normalizzare ogni reazione, indipen-
dentemente dalla presenza di inibitori della PCR,
dall’efficienza di amplificazione o dalla metodica
usata per la purificazione del DNA. I prodotti
della PCR possono poi essere quantificati grazie
all’utilizzo di metodiche immunoenzimatiche
(56,80), di analisi densitometriche dei frammenti
separati su gel di agarosio (6) o mediante valuta-
zione delle intensità del segnale ottenuto in segui-
to ad ibridazione con sonde radioattive (73).
Sebbene siano accurati e riproducibili, tali
approcci si sono rivelati notevolmente impegnati-
vi e laboriosi. Metodiche di più recente genera-
zione, quali la “real-time” PCR, hanno consentito
di superare le limitazioni della PCR quantitativa,
dimostrandosi molto utili per una rapida e diretta
quantificazione dei prodotti di PCR. Le esperien-
ze fin qui acquisite sull’uso della “real-time” PCR
per la quantificazione del DNA di EBV in pazien-
ti trapiantati hanno dimostrato come tale approc-
cio sia estremamente valido per l’effettuazione di
un monitoraggio frequente e su ampia scala delle
dinamiche del carico del DNA di EBV in tali
pazienti (74,82,87). Occorre tuttavia considerare
che le metodiche di “real-time” PCR prevedono
l’analisi comparativa dell’intensità di fluorescen-
za di un campione clinico con quella data da dilui-
zioni seriali di un DNA di controllo presenti in
tubi diversi da quello del campione in esame.
Conseguentemente, le reazioni non sono norma-
lizzate come nel caso della presenza di standard
interni, e possono essere influenzate dalla presen-
za di inibitori della PCR o da variazioni dell’effi-
cienza di amplificazione tra tubi diversi dello
stesso esperimento, tra campioni di pazienti
diversi o tra campioni seriali prelevati dallo stes-
so paziente (82). È stato pertanto proposto che
l’accuratezza e la riproducibilità della metodica
vengano opportunamente monitorate e validate
usando quantità note di DNA di EBV e valutando
attentamente le possibili variabili legate alla natu-
ra del campione biologico e i fattori capaci di
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Tabella 1. Caratteristiche genotipiche, virologiche e cliniche dei PTLD
Categoria Riarrangiamenti Ig Clonalità EBV Alterazioni genetiche Caratteristiche cliniche
Iperplasia Generalmente Raramente Nessuna Regressione

Plasmacitica policlonale clonale
PTLD Generalmente Generalmente Nessuna Regressione o

Polimorfi monoclonale monoclonale Risoluzione con
chirurgia, CT, RT

Linfoma Sempre Sempre Presenti Malattia aggressiva
Maligno monoclonale monoclonale Prognosi infausta



influenzare l’efficienza di amplificazione (82).
L’incremento del carico del DNA di EBV che si
riscontra nel sangue periferico dei pazienti tra-
piantati è generalmente considerato come indica-
tore di un aumentato numero di cellule EBV+ cir-
colanti. In questi pazienti, l’aumento del numero
di cellule EBV+ potrebbe derivare dalla prolifera-
zione nei linfonodi di linfoblasti EBV-infettati
preesistenti. Alternativamente, ciò potrebbe esse-
re la conseguenza dell’aumentata produzione di
virioni infettanti, favorita dall’immunosoppres-
sione, che risulterebbe nella neoinfezione di cel-
lule B vergini. Queste si accumulerebbero pro-
gressivamente nel paziente come cellule B memo-
ria a conclusione dell’iter differenziativo fisiolo-
gico che si realizza all’interno dei centri germina-
tivi dei linfonodi (3-5). Recenti evidenze indicano
che la maggior parte delle cellule EBV-infettate
circolanti nei pazienti con PTLD e negli individui
sani alberga meno di 50 copie di EBV/cellula. È
stato inoltre dimostrato come la frequenza delle
cellule EBV+ circolanti sia significativamente più
elevata nei pazienti con PTLD rispetto a donatori
sani EBV-sieropositivi (94). In tali studi, il carico
virale era strettamente correlato con il numero di
cellule EBV+, dimostrando che il numero di lin-
fociti B EBV-infettati circolanti aumentava in
ragione dei livelli di immunosoppressione piutto-
sto che riflettere un aumento del numero di geno-
mi di EBV per singola cellula. Per quanto concer-
ne il pattern di geni virali espressi dalle cellule
EBV+ circolanti, le conoscenze attuali sono anco-
ra limitate. Le evidenze disponibili sono coerenti
con la possibilità che, dopo il trapianto, si passi
dal pattern ristretto tipico degli individui sani a
forme di latenza progressivamente più allargate
fino ad arrivare alla latenza III (32,94). È impor-
tante sottolineare come tale forma di latenza,
comprendente tutti gli EBNA ed LMP-1 e -2, non
si riscontri unicamente in pazienti con PTLD,
potendosi evidenziare anche in soggetti trapianta-
ti senza linfoproliferazione ma sottoposti ad ele-
vati carichi immunosoppressivi. Oltre all’espres-
sione di geni della fase latente, le cellule EBV+
circolanti dei pazienti con PTLD conclamato
mostrano frequentemente anche evidenze di atti-
va replicazione virale (espressione di gp350) (32),
confermando l’ipotesi secondo la quale l’aumen-
tato carico di EBV nel sangue periferico di questi
pazienti possa essere dovuto anche all’amplia-
mento del pool di cellule neoinfettate dal virus. 
Alcuni studi hanno riportato la presenza di eleva-
ti livelli di DNA di EBV anche nel plasma/siero di
pazienti trapiantati (7,87), anche se l’origine di
tale DNA rimane ancora poco chiara.
Considerando che una piccola frazione di cellule
di PTLD può mostrare segni di replicazione vira-

le (61,67), il DNA di EBV presente nel
plasma/siero potrebbe essere dovuto alla presenza
di virioni di EBV. Alternativamente, tale riscontro
potrebbe rappresentare DNA virale rilasciato da
cellule EBV+ danneggiate in vivo o ex vivo in
seguito alla manipolazione del prelievo di sangue.
Le discrepanze dei risultati riportati da studi con-
dotti su plasma o siero (7,87) rispetto a quelli in
cui è stata valutata soltanto la quantità di EBV
associata alle cellule (72,81,94) potrebbero essere
quindi motivate da differenze nella preparazione
del campione biologico. Tuttavia, anche altri fat-
tori potrebbero essere implicati, quali ad esempio
differenze nell’intensità, durata e tipo di terapia
immunosoppressiva o antivirale erogata, o situa-
zioni legate ai diversi meccanismi patogenetici
responsabili dello sviluppo del PTLD in pazienti
sottoposti a diversi tipi di trapianto. Appare
comunque evidente la necessità di superare tali
discrepanze definendo quale sia il materiale bio-
logico più idoneo da cui partire per effettuare l’in-
dagine. Ciò consentirebbe di effettuare un impor-
tante passo in avanti verso la standardizzazione
delle metodiche di quantificazione del carico di
EBV. Le esperienze condotte finora suggeriscono
come l’utilizzo di sangue intero possa presentare
numerosi vantaggi rispetto a plasma, siero o cel-
lule mononucleate circolanti purificate (81).
Infatti, l’analisi richiederebbe soltanto piccole
quantità di sangue (<100 µl), situazione molto
favorevole per l’esecuzione di un frequente moni-
toraggio in bambini o in pazienti defedati. Inoltre,
il sangue intero è un campione uniforme che com-
prende tutti i possibili compartimenti che possono
contenere il DNA di EBV, consentendo analisi
comparative di dati ottenuti in diverse Istituzioni.
Infine, la determinazione del carico di EBV per
millilitro di sangue intero dà una stima assoluta
della quantità di DNA di EBV presente nel cam-
pione, indipendentemente da fluttuazioni nel
numero di cellule, da possibili fenomeni di lisi
cellulare e da perdita di cellule durante le proce-
dure di separazione cellulare.
Nonostante l’ampia varietà di metodiche impie-
gate, di campioni biologici utilizzati e di gruppi di
pazienti analizzati, tutti gli studi finora condotti
sono concordi nel concludere che i pazienti con
PTLD hanno una quantità di DNA di EBV circo-
lante significativamente più elevata rispetto a
donatori sani EBV-sieropositivi o a pazienti tra-
piantati senza PTLD. Ciò che resta da definire è
un valore soglia che consenta di identificare
pazienti ad elevato rischio di sviluppare PTLD.
Dato che si è ancora abbastanza lontani dalla defi-
nizione di valori di riferimento validi a livello
internazionale, ciò che conta attualmente è l’espe-
rienza maturata a livello dei singoli Centri che uti-
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lizzano propri valori soglia di significato clinico,
definiti dall’utilizzo delle metodiche di indagine
applicate localmente a specifici gruppi di pazien-
ti trapiantati. La rilevanza della definizione di tali
valori soglia risiede nella necessità di disporre di
parametri laboratoristici che, complementando il
quadro clinico, aiutino il medico a stabilire quan-
do è il caso di ridurre il carico di farmaci immu-
nosoppressori o quando è opportuno iniziare tera-
pie tese a prevenire lo sviluppo del PTLD, utiliz-
zando farmaci antivirali, anticorpi monoclonali
anti-CD20 (ritiuximab), o infusioni di linfociti   T
citotossici EBV-specifici autologhi
(51,62,70,71,94). Un accurato monitoraggio del
carico di EBV si è inoltre rivelato utile per valu-
tare la risposta alle terapie effettuate, consenten-
done un’opportuna modulazione a livello del sin-
golo paziente (51,62). Tuttavia, elevati carichi di
EBV non sempre sono indicativi dello sviluppo di
PTLD, mentre tali linfoproliferazioni possono
insorgere anche in assenza di un concomitante
incremento della quantità del DNA di EBV circo-
lante (51,52,62,78,86). Ciò indica che la sola
determinazione del carico di EBV non è suffi-
ciente a predire il rischio di PTLD. Dati recenti
suggeriscono come la determinazione del numero
dei linfociti T EBV-specifici circolanti, effettuata
mediante la tecnica ELISPOT, possa incrementa-
re significativamente il potere predittivo del solo
carico di EBV (78). In particolare, è stato dimo-
strato che, nell’ambito di pazienti trapiantati di
fegato che sono andati incontro ad infezione pri-
maria da EBV, il PTLD è insorto soltanto in quel-
li che mostravano sia carichi elevati di EBV che
un basso numero di linfociti T EBV-specifici cir-
colanti (< 2/mm3) (78). 
Prospettive future
Sebbene il PTLD sia da considerarsi un disordine
linfoproliferativo relativamente raro, il progressi-
vo aumento di tutti i tipi di trapianto e l’elevata
mortalità associata alla malattia giustificano il
notevole interesse all’approfondimento dei mec-
canismi patogenetici alla base dello sviluppo del
PTLD e stimolano ulteriori studi tesi a migliorare
la gestione clinica di questi pazienti. In particola-
re, la recente dimostrazione che diverse proteine
di EBV sono in grado di deregolare vie di trans-
duzione del segnale cruciali per un normale fun-
zionamento dei linfociti B potrà consentire di
disegnare terapie più mirate e gravate da minori
effetti tossici. Il monitoraggio del carico di EBV
nei pazienti trapiantati si è dimostrato un suppor-
to molto utile ai fini predittivi e diagnostici,
migliorando notevolmente la gestione clinica.
Tuttavia, molto rimane ancora da fare in termini
di standardizzazione delle metodiche di indagine
utilizzate, ed in particolare per ciò che riguarda la

tipologia e la quantità del materiale biologico di
partenza, l’identificazione di standard quantitativi
di riferimento e la definizione di valori soglia di
significato clinico. Appare comunque evidente
come sia necessario integrare la quantificazione
del carico di EBV con altri parametri, prevalente-
mente di natura immunologica, al fine di poter
meglio valutare l’equilibrio dinamico esistente tra
l’EBV e il sistema immune dell’ospite trapianta-
to. Ciò consentirà di definire con maggior preci-
sione tempi, tipologie e modalità degli interventi
terapeutici a livello del singolo paziente, partico-
larmente di quelli che prevedono l’infusione di
linfociti T citotossici EBV-specifici. I successi
conseguiti da tali approcci di immunoterapia nel
paziente trapiantato sono estremamente incorag-
gianti e costituiscono un bagaglio di esperienza
che potrebbe essere molto utile anche per miglio-
rare la terapia di altre malattie, sia di tipo neopla-
stico che ad eziologia virale. Occorre tuttavia
ricordare che gli studi attualmente disponibili
relativamente agli effetti dei vari tipi di terapia
per il PTLD sono usualmente mono-istituzionali e
comprendono numeri di pazienti molto limitati.
Pertanto, per una migliore definizione dei proto-
colli terapeutici da adottare per il PTLD, sarebbe
auspicabile la realizzazione di studi prospettici
multi-istituzionali che utilizzino preferibilmente
metodiche standardizzate per il monitoraggio
virologico ed immunologico dei pazienti trapian-
tati.
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