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RIASSUNTO

Presupposti dello studio. Le malattie cardiovascolari (MCV) rappresentano la
prima causa di morte nel mondo. In Italia determinano il 35,8% di tutti i decessi e
sono tra le cause principali di morbilita e la causa piu frequente di ospedalizzazione.
Lo stato infiammatorio cronico caratteristico delle malattie autoimmuni sistemiche
si associa generalmente ad un aumentato rischio cardiovascolare. Il sistema
immunitario assume un ruolo importante nella fisiopatogenesi dell’aterosclerosi e
il sistema adattativo, in particolare, pud agire con meccanismi pro-aterogenici o
protettivi, sebbene il suo ruolo non sia ancora stato completamente chiarito. La
valutazione dei meccanismi implicati nell’aterosclerosi nel contesto
dell’immunodeficienza, puo quindi essere utile per una ulteriore comprensione di
questi  processi. L’immunodeficienza comune variabile (IDCV) ¢
I’immunodeficienza primitiva anticorpale sintomatica piu frequente nell’adulto. E
caratterizzata da una alterazione della risposta anticorpale che pud manifestarsi
come una ipofunzione oppure come disordinata iperfunzione, quest’ultima
caratterizzata da manifestazioni autoimmuni, disturbi linfoproliferativi, enteropatia
e neoplasie. Le principali cause di morte in questi pazienti sono rappresentate da
insufficienza respiratoria e neoplasie, mentre la mortalita per cause cardiovascolari
viene registrata solo raramente. Lo stato pro-infiammatorio dovuto alle
complicanze infettive, autoimmunitarie ed enteropatiche non sembra associato ad
una aterosclerosi accelerata in questi pazienti, a differenza di altre patologie
caratterizzate da flogosi cronica.

Obiettivi dello studio. Inquadrare il profilo di rischio cardiovascolare in una coorte
di pazienti affetti da IDCV, con lo scopo di ottenere un’analisi clinica ed
epidemiologica ed indagare il ruolo dei linfociti B nella fisiopatologia delle malattie
cardiovascolari.

Materiali e metodi. E stato eseguito uno studio osservazionale, di coorte,
retrospettivo-prospettico, su pazienti affetti da immunodeficienza primitiva
anticorpale seguiti presso il Centro Regionale per le Malattie Rare Immunologiche
e dell’ Apparato Respiratorio dell’Ospedale Ca’ Foncello di Treviso (Dipartimento
di Medicina — DIMED, Universita degli Studi di Padova). Sono stati raccolti i dati

anamnestici ¢ bioumorali inerenti al profilo metabolico, oltre alla pressione
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arteriosa e la circonferenza vita. Inoltre, in un gruppo di pazienti, sono state eseguite
delle analisi di espressione genica dei recettori per LDL (LDLr) e dei
mineralcorticoidi (MR) da parte dei linfociti B e sono state condotte delle analisi in
vivo con lo scopo di determinare la stiffness arteriosa e lo spessore medio-intimale
carotideo.

Risultati. Sono stati arruolati 163 pazienti con immunodeficienza anticorpale
primitiva di cui 74 maschi e 89 femmine, di eta compresa tra 17 e 82 anni (media
50,9 anni + 14,4). Restringendo le indagini ai 123 con diagnosi di IDCV, le analisi
sono state effettuate confrontando il sottogruppo di pazienti con fenotipo clinico
caratterizzato da sola diatesi infettiva (infection only — non complicato) con il
restante sottogruppo che presenta almeno una complicanza di malattia associata
(fenotipo complicato). I pazienti con fenotipo complicato presentano una frequenza
significativamente aumentata di manifestazioni autoimmuni ed una maggiore
prevalenza nell’uso di terapia steroidea ed immunosoppressiva. Per quanto riguarda
le caratteristiche immunologiche, il confronto tra 1 due gruppi ha evidenziato un
livello significativamente inferiore di IgG e IgA alla diagnosi nel gruppo con
fenotipo complicato, con conseguente necessita di dosaggio di terapia sostitutiva
significativamente maggiore. Inoltre, ¢ emerso un aumento significativo di linfociti
T granulati nel gruppo di pazienti con fenotipo complicato. Il confronto ha poi
evidenziato livelli significativamente inferiori di colesterolo totale, HDL ed
emoglobina glicata nel gruppo di pazienti con fenotipo complicato, a parita degli
altri fattori di rischio cardiovascolare. L’analisi in vivo dei parametri di danno
cardiovascolare e la valutazione dell’espressione dei recettori LDLr ¢ MR non
hanno riscontrato differenze significative tra i due gruppi.

Conclusioni. 1 risultati suggeriscono che alcuni fenotipi clinici di malattia
potrebbero associarsi a differenti profili di rischio cardiovascolare, probabilmente
sulla base delle diverse alterazioni immunologiche (e genetiche) sottostanti. I dati
relativi alle sottopopolazioni linfocitarie T e B offrono degli spunti di riflessione
riguardo al loro possibile ruolo nella fisiopatologia delle MCV e, nonostante i dati
siano insufficienti a trarre delle conclusioni definitive, pongono le basi per ulteriori
studi volti ad approfondire il ruolo delle malattie cardiovascolari nel contesto delle
immunodeficienze primitive come la IDCV e per la successiva individuazione di
nuovi bersagli terapeutici per la prevenzione e il trattamento delle MCV anche nei

soggetti immunocompetenti. Inoltre, ulteriori approfondimenti in questo campo,
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potranno fornire informazioni utili a comprendere se le MCV devono essere
considerate come semplici co-morbidita oppure se fanno parte del fenotipo clinico
dell’immunodeficienza e necessitano di uno specifico follow up, con lo scopo di

prevenirne 1’insorgenza.



ABSTRACT

Background. Cardiovascular disease (CVD) is the leading cause of death
worldwide. In Italy it is responsible for 35.8% of all deaths and it is one of the main
causes of morbidity and the most frequent cause of hospitalization. Chronic
inflammation is associated with an increased cardiovascular risk. The immune
system plays an important role in the pathophysiology of atherosclerosis and the
adaptive immunity can act with pro-atherogenic or protective mechanisms,
although its role has not been fully clarified yet. Evaluating the mechanisms
involved in atherosclerosis in the context of immunodeficiency may therefore be
useful for further understanding these processes. Common variable
immunodeficiency (CVID) is the most common primary symptomatic antibody
immunodeficiency of the adulthood. It is characterized by an impairment in the
antibody response that can lead to hypofunction or hyperfunction, this latter
characterized by autoimmune manifestations, lymphoproliferative disorders,
enteropathy and cancer. The main causes of death in these patients are represented
by respiratory failure and cancer, while CVD-related mortality is rarely recorded.
The pro-inflammatory state due to infectious, autoimmune and enteropathic
complications does not appear to be associated with accelerated atherosclerosis in
these patients, unlike other pathologies characterized by chronic inflammation.
Aim of the study. To assess the cardiovascular risk profile in a cohort of patients
suffering from CVID, in order to obtaining a clinical and epidemiological analysis
and investigating the role of B lymphocytes in the pathophysiology of
cardiovascular diseases.

Materials and methods. An observational, retrospective-prospective cohort study
was performed on patients with primary antibody immunodeficiency followed by
the Regional Center for Rare Immunological and Respiratory Diseases of the Ca'
Foncello Hospital in Treviso (Department of Medicine - DIMED, University of
Padua). Anamnestic and biochemical data related to the metabolic profile, as well
as blood pressure and waist circumference were collected. In addition, in a
subgroup of patients, gene expression analyses of LDL receptor (LDLr) and

mineralocorticoid receptor (MR) by B lymphocytes were performed. In vivo
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analyses were also performed in a subgroup, with the aim to determine arterial
stiffness and carotid intima-media thickness (IMT).

Results. 163 patients with primary antibody immunodeficiency including 74 males
and 89 females, aged between 17 and 82 years (mean 50.9 years + 14.4) were
enrolled in the study.

Focusing on the 123 patients diagnosed with CVID, the analyses were performed
by comparing the subgroup of patients with clinical phenotype characterized by
infection only (not complicated) with the subgroup presenting at least one disease-
associated complication (complicated). As expected, complicated patients
presented an increased frequency of autoimmune manifestations and a higher
prevalence of the use of immunosuppressive therapy. In terms of immunological
characteristics, the comparison between the two subgroups showed a lower level of
IgG and IgA at diagnosis in the group with a complicated phenotype, with a
consequent need for significantly higher replacement therapy dosage. In addition,
there was a significant increase in granulated T lymphocytes in the complicated
subgroup. The comparison also showed significantly lower levels of total and HDL
cholesterol and of glycated hemoglobin in the group of patients with complicated
phenotype, all other cardiovascular risk factors being equal. The in vivo analysis of
cardiovascular damage parameters and the evaluation of the expression of LDLr
and MR receptors did not find significant differences between the two groups.
Conclusions. Results suggest that some clinical disease phenotypes may be
associated with different cardiovascular risk profiles, possibly based on the
different underlying immunological alterations. The data related to T and B
lymphocyte subpopulations offer some hints regarding their possible role in the
pathophysiology of CVD and, although insufficient to draw definitive conclusions,
lay the foundations for further studies with the aim to investigate the impact of
cardiovascular diseases in the context of primary immunodeficiencies such as
CVID. Furthermore, they could be useful in the search for new therapeutic targets
for the prevention and treatment of CVD also in immunocompetent subjects.
Further insights in this field may provide useful information to understand whether
CVDs should be considered as simple comorbidities or if they are part of the clinical
phenotype of immunodeficiency, thus requiring specific follow-up protocols in

order to prevent their onset.



1. INTRODUZIONE

1.1.IMMUNODEFICIENZE PRIMITIVE

Le immunodeficienze primitive (Primary Immunodeficiency Disorders, PIDs),
anche denominate Inborn Errors of Immunity (IEls) sono un gruppo di patologie
comprendente oltre 400 disordini dell’immunita contraddistinti da diversi gradi di
severita. Sono caratterizzate da aumentata suscettibilita alle infezioni, fenomeni di
autoimmunita, malattie inflammatorie, allergie e neoplasie. Le PID sono causate da
mutazioni monogeniche della linea germinale o da un insieme di alterazioni
genetiche e/o epigenetiche che possono determinare la perdita di espressione,
I’alterazione funzionale, la loss of function o gain of function delle proteine
codificate. Queste proteine hanno un ruolo determinante nello sviluppo,
mantenimento e funzione delle cellule del sistema immunitario o altre cellule che

contribuiscono all’omeostasi e alla risposta a stimoli interni ed esterni.

Le PIDs vanno distinte dalle immunodeficienze secondarie, che sono alterazioni
acquisite del sistema immunitario e sono le forme prevalenti nella popolazione
adulta. Le cause piu frequenti di immunodeficit secondario sono malnutrizione
protido-calorica e di micronutrienti, infezioni virali come I’HIV, terapie
immunomodulatorie, immunosoppressive e citotossiche, radioterapia, patologie
ematologiche e neoplastiche, patologie che comportano un aumentato catabolismo
o perdita di proteine, traumi e chirurgia per rottura delle barriere mucocutanee e per

lo stato di stress che porta ad anergia della risposta immunitaria (1).

1.2.WARNING SIGNS: QUANDO SOSPETTARE UNA PID

Nel 1993 la Jeffrey Modell Foundation (JMF) creo la lista dei 10 segnali di allerta
(warning signs) per rendere piu agevole ’identificazione delle immunodeficienze

primitive. I criteri sono diversi a seconda che la popolazione presa in esame sia



quella pediatrica o quella adulta. Per la popolazione pediatrica 1 criteri
comprendono:

1. >4 otiti in 1 anno;

> 2 sinusiti gravi in un anno;

Piu di 2 mesi di antibiotici all’anno con scarso beneficio;

> 2 polmoniti in un anno;

Bambino con ritardo di crescita;

Ascessi ricorrenti della cute o di organi;

Candidosi orale o cutanea ricorrente;

Necessita di terapia antibiotica e.v. per curare un’infezione;

o ® N 0N kv D

> 2 infezioni infezioni gravi all’anno inclusa la sepsi;

,_
e

Familiarita per PID.

Per la popolazione adulta i criteri sono:

1. > 2 otiti in 1 anno;

> 2 sinusiti gravi in un anno, senza storia di allergia;

Almeno 1 polmonite all’anno per piu di un anno consecutivo;
Diarrea cronica con perdita di peso;

Infezioni virali ricorrenti (raffreddore, herpes, condilomi, verruche);
Frequente necessita di antibiotici e.v.;

Ascessi ricorrenti della cute o di orgnai interni;

Candidosi orale o cutanea persistente;

o X N 0N kv

Infezione da Micobatteri atipici;

_
e

Familiarita per PID.

I1 sospetto di immunodeficienza primitiva si pone quando vengono soddisfatti due

o piu dei criteri sopra riportati. (2)

1.3.CLASSIFICAZIONE

La I’Expert Commitee dell’IUIS (International Union of Immunological Societies)
ha proposto una classificazione delle PIDs che viene periodicamente aggiornata per

facilitare 1’approccio clinico e promuovere gli studi di ricerca e il progresso delle



conoscenze dei meccanismi alla base di queste patologie. Le PIDs sono raggruppate

nelle seguenti dieci categorie in base ai meccanismi patogenetici di ogni patologia:

(1)

I. Immunodeficienze combinate umorali e cellulari

II. Immunodeficienze combinate umorali e cellulari associate a quadri sindromici
III. Deficit prevalentemente anticorpali

IV. Malattie da disregolazione immunitaria

V. Difetti congeniti quantitativi e qualitativi dei fagociti

VI. Difetti dell’immunita innata

VII. Malattie autoinfiammatorie

VIIIL. Difetti del complemento

IX. Difetti da insufficienza midollare

X. Fenocopie dei difetti primitivi dell’immunita

Per ogni patologia vengono definiti ’alterazione genetica e le caratteristiche
cliniche e laboratoristiche principali. Questa suddivisione, tuttavia, non implica che
la presentazione clinica sia omogenea; infatti, 1’eterogeneita clinica e fenotipica ¢
presente all’interno di gruppi di pazienti con mutazioni nello stesso gene.

I progressi nella comprensione di queste patologie proseguono a ritmo sostenuto,
infatti rispetto alla precedente classificazione del 2017, sono stati aggiunti 64 nuovi
difetti genici ed ¢ stata inserita la nuova categoria dei difetti che causano

insufficienza midollare. (3)

1.4.EPIDEMIOLOGIA

Le immunodeficienze primitive sono patologie rare. L’applicazione delle piu
recenti tecniche di sequenziamento genico, negli ultimi anni, ha permesso di
identificare un totale di 430 difetti genici riconosciuti associati ad
immunodeficienza primitiva. Cio nonostante, la prevalenza nella popolazione
generale rimane ancora difficile da stimare, sia poiché queste patologie risultano
ancora sotto-diagnosticate, sia a causa dell’approccio poco uniforme all’uso dei
registri. Tra questi vanno senz’altro menzionati il registro ESID (European Society

of Immundeficiency Disease) e quello IMCN (Jeffrey Modell Centers Networks).
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Grazie agli studi piu recenti, si stima comunque che la prevalenza complessiva di
queste patologie si attesti tra 1/1000 e 1/5000.

Utilizzando le categorie definite dall’Expert Committee dell’IUIS, i principali
registri delle immunodeficienze hanno potuto stabilire che, tra tutti i pazienti
identificati come affetti da una specifica PID, i deficit prevalentemente anticorpali

(primary antibody deficiencies, PADs) rappresentano il 45% del totale (2).

1.5. IMMUNODEFICIENZE PRIMITIVE ANTICORPALI

Le immunodeficienze primitive anticorpali (PADs) includono un’ampia gamma di
disordini caratterizzati dalla inefficiente produzione di una risposta anticorpale
clinicamente efficace. Il deficit primitivo compromette dal punto di vista
quantitativo o qualitativo Dintegrita del compartimento B-cellulare e puo
interessare qualunque fase del processo maturativo dei linfociti B.

La maturazione dei linfociti B inizia a partire dai precursori linfoidi presenti nel
midollo osseo e, tramite una serie di processi di riarrangiamento a livello dei geni
per le immunoglobuline, ogni linfocita produce un B-cell receptor (BCR) in grado
di riconoscere un’ampia varieta di antigeni. A livello degli organi linfoidi secondari
si conclude il processo maturativo tramite la presentazione dell’antigene al linfocita
B naive che si attiva andando incontro al processo di ricombinazione isotipica e
ipermutazione somatica grazie ai quali vengono prodotte immunoglobuline di classi
diverse ad alta affinita. Alla fine di questo processo avviene la differenziazione in

plasmacellula e linfocita B della memoria. (fig. 1)
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Figura 1: Processo maturativo del linfocita B (4).

Il fenotipo che caratterizza le PADs ¢ molto variabile, poiché spazia da disturbi
caratterizzati da una marcata riduzione di linfociti B e di tutte le classi di
immunoglobuline fino a deficit della risposta anticorpale limitati a specifici
antigeni. Allo stesso modo questi disturbi si presentano clinicamente in diversi
modi. La manifestazione piu frequente ¢ rappresentata da ricorrenti episodi
infettivi, tipicamente alle vie aeree (causati nella maggior parte dei casi da batteri
capsulati quali Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae) ed a livello
gastroenterico. Piu raramente possono insorgere anche quadri infettivi piu severi.
Sono altresi rilevanti i fenomeni associati alla disregolazione del sistema
immunitario, che determinano una aumentata incidenza di manifestazioni

autoimmuni, allergia, malattie linfoproliferative e neoplasie (5) (6).
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1.6.IMMUNODEFICIENZA COMUNE VARIABILE

1.6.1. DEFINIZIONE

La definizione di immunodeficienza comune variabile fu proposta nel 1971
dall’OMS (Organizzazione Mondiale della Sanita) per indicare un insieme di
sindromi caratterizzate da ipogammaglobulinemia con lo scopo di distinguerle dalle
PADs con presentazione autosomica recessiva € con un piu specifico fenotipo
clinico. Tenendo in considerazione I’eterogeneita delle sindromi da
immunodeficienza primitiva anticorpale, il numero esatto di potenziali entita
nosografiche all’interno di questo gruppo € ancora sconosciuto e la diagnosi di
IDCV ¢ quindi una diagnosi di esclusione.
Secondo 1’International Consensus Document (ICON), I’immunodeficienza
comune variabile ¢ definita dalle seguenti caratteristiche:

e Ipogammaglobulinemia, ovvero una marcata riduzione della

concentrazione sierica di IgG con bassi livelli di IgA e/o IgM;
e Eta maggiore di 2 anni;
e Assenza di isoemoagglutinine e/o risposta vaccinale ridotta o assente;

e Esclusione di altre cause di ipogammaglobulinemia (7)

1.6.2. EPIDEMIOLOGIA

La IDCV ¢ la immunodeficienza primitiva anticorpale sintomatica piu frequente
nell’adulto. 11 deficit selettivo di IgA ha prevalenza maggiore, ma la maggior parte
dei pazienti sono asintomatici. Interessa in egual misura entrambe 1 sessi e la
prevalenza ¢ stimata tra 1:25000 e 1:50000. (7)

I sintomi generalmente insorgono tra i 20 e i 40 anni, anche se puo esordire a
qualsiasi eta. E stato osservato un ritardo diagnostico di circa 6-7 anni in media, ma
che puo superare anche i 15 anni nel 20% dei pazienti. (8)(9)(1). La maggior parte
dei pazienti con esordio prima dei 10 anni sono maschi e in questi casi devono
essere escluse, tramite analisi genetiche, le altre cause di ipogammaglobulinemia
legate al cromosoma X. La maggior parte dei casi di IDCV sono sporadici, mentre
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solo il 5-25% presentano una familiarita. In questi casi generalmente si riscontra

una storia familiare di deficit selettivo di IgA (7).

1.6.3. FISIOPATOLOGIA

L’eterogeneita delle manifestazioni cliniche della IDCV puo essere spiegata dalla
presenza di numerosi difetti/polimorfismi genici (e probabilmente anche fattori
epigenetici) che contribuiscono allo sviluppo del fenotipo clinico. Il processo di
produzione anticorpale, infatti, ¢ garantito dalle complesse interazioni tra i vari
comparti del sistema immunitario innato e adattativo, e difetti genetici diversi che
interessano questi comparti sono responsabili della disregolazione immunitaria e
della disfunzione nella produzione di anticorpi tipici di questa malattia. Grazie al
rapido sviluppo delle tecniche di next generation sequencing (NGS) applicate allo
studio del DNA ¢ stato possibile identificare numerosi geni responsabili, portando

ad una sempre piu dettagliata conoscenza della patogenesi di questa condizione. (3)

1.6.3.1. Genetica

In circa il 2% dei casi viene identificato un difetto monogenico a trasmissione
autosomica recessiva. La ricerca di tali mutazioni non ¢ necessaria alla diagnosi e
pertanto non rientra nei criteri diagnostici ESID(11); tuttavia viene suggerita nel
caso in cui si riscontri una storia familiare positiva per immunodeficienza primitiva.
Ad oggi i geni che sono stati associati ad IDCV sono: CD19, CD20, CD21, CD27,
CD81, CTLA4, ICOS, IL21, IL21R, LRBA, NFKB2, PIK3CD, RAC2, TWEAK.
Oltre a specifici difetti genici, sono stati identificati numerosi polimorfismi
associati ad una aumentata suscettibilita a sviluppare IDCV. Tra questi, la maggior
parte riguardano gli aplotipi HLA DQ2, DR7, DR3, B8 e/o B44. Altri polimorfismi
tra 1 piu studiati sono quelli del gene TACI/TNFRSF13B (transmembrane activator
and calcium-modulating cyclophillin ligand interactor) che vengono riscontrati nel
5-8% dei pazienti con IDCV, anche se sono presenti in circa 1’1% dei soggetti sani.
La maggior parte degli individui con polimorfismi del gene TACI manifestano la

malattia, mentre quelli con la mutazione nel singolo allele presentano un rischio
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aumentato di sviluppare IDCV e manifestazioni autoimmuni (15). Lo sviluppo e la
maturazione dei linfociti B sono dipendenti dalla via di segnale attivata da BCR (B-
cell receptor) e per questo motivo le mutazioni a carico dei geni implicati nella
trasduzione del segnale di questa via possono causare 1’incapacita di produrre una
risposta umorale efficace (12). La proteina TACI interagisce con BAFF e/o APRIL.
Queste interazioni sono fondamentali per la funzione B-cellulare poiché
permettono la sopravvivenza, la produzione di immunoglobuline e lo switch
isotipico. Alterazioni a livello di questi geni determinano una riduzione della
sottopopolazione di linfociti B detta switched memory (smB) che ¢ associata ad una
maggior rischio di sviluppare autoimmunita e splenomegalia (13)(14).

Il gene ICOS (inducible costimulator on activated T-cells) codifica per una
molecola costimolatoria appartenente alla famiglia di CD28 che ¢ espressa dai
linfociti T attivati. Questa interagisce con ICOS-L sui linfociti B, inducendone
I’attivazione e la proliferazione. Una mutazione di ICOS determina un arresto
dell’attivazione, proliferazione e maturazione dei linfociti B a cellule B della
memoria risultando in un ridotto livello di linfociti B periferici € B memory quasi
assenti (15). Nella maggioranza dei pazienti con deficit di ICOS, i segni clinici di
malattia si manifestano nell’eta adulta, mentre in eta pediatrica ¢ presente una conta
linfocitaria nella norma, che tende progressivamente a diminuire nell’eta adulta.
Questi pazienti presentano un’aumentata suscettibilita a sviluppare manifestazioni

autoimmuni, linfoproliferazione e splenomegalia (16).

1.6.3.2. Patogenesi

La patogenesi della IDCV ¢ ad oggi ancora in parte sconosciuta. Il deficit
dell’immunita umorale caratteristico di questa patologia ¢ da ricercarsi negli stadi
tardivi della maturazione dei linfociti B e nella differenziazione di questi nei
fenotipi effettori. Il difetto pud quindi essere causato da un deficit intrinseco dei
linfociti B oppure da una alterazione nella funzionalita dei linfociti T che si
ripercuote sulla maturazione dei linfociti B. In molti pazienti, infatti, si riscontrano
alterazioni dei linfociti T CD4+ che determinano una alterazione nella funzione
degli stessi. Recentemente sono state dimostrate anche altre possibili alterazioni che

coinvolgono la maturazione a livello del timo, lo sviluppo delle cellule dendritiche
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e dei macrofagi e la riduzione delle cellule NK. Data la complessita e il numero dei
meccanismi coinvolti nella patogenesi, risulta tuttavia difficoltoso distinguere le

alterazioni cellulari primarie da quelle secondarie (7).

1.6.3.3. Alterazioni dei linfociti B

In base alla fenotipizzazione tramite la tecnica della citometria a flusso, sono stati
individuati cinque possibili pattern patogenetici che possono interessare: la
proliferazione dei linfociti B e lo sviluppo del centro germinativo, la maturazione e
la sopravvivenza dei linfociti B periferici, ’attivazione dei linfociti B T-dipendente
o T-indipendente, la reazione del centro germinativo in cui avvengono i processi di
class switch recombination e di ipermutazione somatica, la differenziazione
terminale in plasmablasto da cui derivano le plasmacellule e le cellule B della
memoria. Questi eventi cellulari difettivi esitano alla fine in una diminuita capacita
di produrre immunoglobuline ed in una alterata risposta anticorpale. (17).

Nella maggior parte dei casi il livello di linfociti B maturi risulta normale, mentre
solo in una minoranza di pazienti il numero di linfociti B sono inferiori a 1%.
Questa differenza ¢ dovuta, nel secondo caso, ad una alterazione nella maturazione
degli stadi precoci all’interno del midollo osseo (18).

Una alterazione di frequente riscontro nei pazienti con IDCV ¢ la riduzione della
sottopopolazione linfocitaria B switched memory che fisiologicamente ha un ruolo
nella produzione di immunoglobuline specifiche nel corso della risposta adattativa
secondaria. Questo deficit ¢ causato da alterazioni dei meccanismi che avvengono
a livello del centro germinativo e che causano una compromissione della risposta
T-dipendente (19).

Anche la risposta T-indipendente pud essere alterata con una conseguente
diminuzione dei linfociti B marginal zone. Altri pazienti possono presentare un
aumento del numero dei linfociti B transitional che si differenziano in linfociti B
naive e un sottogruppo di pazienti presenta invece una espansione dei linfociti B
attivati. Sono state descritte infine anche delle alterazioni a livello dei plasmablasti

(17)(20).
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1.6.3.4. Classificazione fenotipica secondo EUROQOclass

La classificazione in sottogruppi dei pazienti affetti da IDCV sulla base delle
sottopopolazioni linfocitarie B identificabili tramite le tecniche di citofluorimetria
¢ iniziata nel 2002 grazie al lavoro di Warnatz et al. che ha prodotto la Frieburg
classification (19). Nel 2003 ¢ stata proposta una ulteriore classificazione (Paris
classification) (21). Nel 2008 si ¢ infine giunti ad un consensus con la
classificazione EUROclass (20) che unisce i precedenti schemi classificativi. I
pazienti possono quindi essere suddivisi in due categorie in base alla presenza (B+)
o assenza (B-) dei linfociti B. La presenza ¢ definita da una percentuale maggiore
o uguale all’1% del numero totale di linfociti. I pazienti B- rappresentano circa il
10% e sono associati ad una prognosi peggiore rispetto ai pazienti B+. Il trial si
concentra sull’analisi delle seguenti sottopopolazioni linfocitarie B escludendo il
gruppo dei pazienti B-:

e Linfociti B naive — La conta dei linfociti B naive non si associa ad alcuna
manifestazione clinica. Per questo motivo non viene inclusa nel sistema di
classificazione.

e Linfociti B switched memory (IgD- IgM- CD27+) — L’80% dei pazienti B+
presenta un deficit di smB, definito dalla presenza di meno del 2% dei smB
sui linfociti totali. Questo dato indica la presenza di una alterazione a livello
del centro germinativo. I pazienti smB- presentano in media livelli di [gA e
IgG minore rispetto agli altri pazienti. Presentano inoltre un’aumentata
incidenza di splenomegalia e malattia granulomatosa.

e Linfociti B activated (CD21lowCD38low) — Sono una popolazione che
deriva da linfociti B della memoria che sono andati incontro a ripetuta
stimolazione antigenica. Questi linfociti, infatti, presentano switch di classe,
ipermutazione somatica, marker di attivazione e scarsa proliferazione. Sono
definiti dalla presenza di piu del 10% di linfociti B CD21/ow (29). Sono
aumentati in pazienti con stati infettivi cronici e in alcune malattie
autoimmuni (30). E stata dimostrata inoltre un’aumentata incidenza di

infezioni respiratorie in questo sottogruppo di pazienti (23).
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e Linfociti B transitional (CD38++ IgMhigh) — Sono precursori dei linfociti
B maturi che hanno lasciato il midollo osseo. In un sottogruppo di pazienti
smB- ¢ stata riscontrato un numero elevato di linfociti B transitional (Tr™)
definito dalla presenza di piu del 9% di transitional sul totale dei linfociti
B. Quest’ultimo fenotipo ¢ associato alla presenza di linfoadenopatia in piu

del 50% di casi (20).

1.6.3.4.1. Ruolo dei linfociti B CD21/ow

Un’espansione della sottopopolazione di linfociti B activated (CD21low) ¢ stata
descritta in diverse patologie associate ad uno stimolo immunologico persistente,
cosi come in infezioni croniche, immunodeficienza e condizioni di autoimmunita.
Come precedentemente accennato, i linfociti B CD21/ow possono rappresentare
una sottopopolazione di linfociti B di memoria, ed ¢ stato dimostrato che esistono
distinti stadi di sviluppo di questa sottopopolazione cellulare che coesistono in
diverse proporzioni negli individui sani e nei pazienti con malattie autoimmuni.
Sebbene nella maggior parte dei pazienti, 1 linfociti B naive-like e switched memory
rappresentino la sottopopolazione predominante dei CD21/ow, non sono state
trovate associazioni tra il pattern di linfociti CD21/ow e la patologia sottostante.

La stimolazione acuta del sistema immunitario induce una serie di modificazioni
adattative nella composizione, attivazione e differenziazione delle cellule immuni
in modo da garantire una piu efficace difesa nei confronti dei patogeni e fornire una
memoria immunitaria duratura. Queste modificazioni, tuttavia, possono contribuire
secondariamente allo sviluppo di fenomeni autoimmuni, infiammatori o di
linfoproliferazione maligna. In diverse patologie caratterizzate da uno stato di
inflammazione cronica come il lupus eritematoso sistemico (LES), I’artrite
reumatoide, la sindrome di Sjégren, vasculiti associate ad anticorpi anti-citoplasma
dei neutrofili (vasculiti ANCA-associate), crioglobulinemia associata ad epatite C,
infezione da HIV, malaria e CMV; ¢ stata descritta un’espansione persistente della
sottopopolazione di linfociti B CD21/ow. Data 1’eterogeneita di condizioni
patologiche in cui ¢ presente ’espansione di questi linfociti B, appare chiaro come
questa sottopopolazione sia coinvolta sia nella patogenesi di malattie autoimmuni,
tramite la produzione di anticorpi specifici contro auto-antigeni, sia nella regolare

risposta immunitaria nei confronti di certi patogeni (24). D’altra parte, i linfociti B
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CD21/ow si ritrovano anche in individui sani, seppur non in quantitd aumentata e
con delle differenze nell’espressione di alcune molecole. In questo caso la loro
presenza potrebbe essere spiegata da infezioni croniche subcliniche da parte di
EBV, CMV o Helicobacter pylori, ma potrebbero anche semplicemente
rappresentare il risultato di una normale risposta immunitaria (25).

Nei pazienti affetti da IDCV la sottopopolazione di linfociti B CD21/ow ¢ spesso
aumentata e in un sottogruppo di pazienti rappresentano piu del 20% del totale delle
cellule B nel sangue periferico (26). Questo gruppo di pazienti ¢ caratterizzato da
una maggiore frequenza di splenomegalia e malattie autoimmuni; inoltre, ¢ stato
dimostrato che questi pazienti sono soggetti ad una aumentata incidenza di infezioni
respiratorie (20) (23). Tra 1 pazienti che sviluppano complicanze polmonari, la
GLILD rappresenta circa il 10-20% delle complicanze non infettive. Sebbene la
patogenesi resti ad oggi ancora non del tutto compresa, puo essere considerata come
una manifestazione della disregolazione immune. Questo aspetto ¢ anche sostenuto
dal fatto che in questi pazienti ¢ aumentata la frequenza di altre manifestazioni
immuno-mediate. Confrontando le popolazioni di linfociti B tra pazienti affetti da
IDCV e pazienti con GLILD, ¢ emerso che i secondi mostrano un significativo
aumento della percentuale di CD21/ow circolanti rispetto ai controlli. Questo
riscontro, unitamente ad altri parametri clinici come la splenomegalia, la citopenia
autoimmune ¢ prove di funzionalita respiratoria, potrebbe quindi essere utile a
identificare precocemente i pazienti affetti da IDCV con malattia interstiziale
polmonare (27).

Due recenti studi, inoltre, hanno proposto un possibile ruolo dei linfociti B
CD21low come marker predittivi di complicanze vascolari in pazienti con sclerosi
sistemica, una malattia autoimmune ad eziologia multifattoriale caratterizzate da
una attivazione aberrante del sistema immunitario, diffuso danno vascolare
strutturale e funzionale e fibrosi della cute e degli organi interni. In questi pazienti
¢ stato dimostrato che I’aumento della sottopopolazione di CD21/ow ¢ associato ad
una stiffness arteriosa intrarenale e ad una pressione arteriosa sistolica polmonare
aumentate rispetto ai pazienti con sclerosi sistemica senza aumento dei CD21/ow.
E stato dimostrato inoltre che gli indici di funzionalita polmonare, che sono marker
di malattia polmonare interstiziale e di vasculopatia polmonare, correlano
negativamente con la percentuale di cellule CD21/ow. E stato osservato, infine, che

il numero di CD21/ow correla negativamente con i livelli di vascular endothelial
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growth factor (VEGF), un fattore di crescita endoteliale. Questi riscontri
permettono di ipotizzare che i linfociti B CD21/ow, interferendo con i meccanismi
pro-angiogenetici, possano avere un ruolo nelle manifestazioni vascolari della
sclerosi sistemica (28). A sostegno di questa ipotesi, un altro studio ha dimostrato
che la percentuale di linfociti B CD21/ow ¢ significativamente maggiore nei
pazienti che presentano ulcere digitali, la principale complicanza vascolare nei
pazienti con sclerosi sistemica, rispetto ai pazienti che non le presentano. La
percentuale di CD21/ow > 10% del totale di linfociti B rappresenta un marker
predittivo di nuove ulcere digitali durante un follow-up di 12 mesi (29).

La sottopopolazione di linfociti B CD21/ow si ¢ quindi dimostrata essere associata
ad una moltitudine di manifestazioni cliniche sia autoimmuni che infettive ed ¢ stata
inoltre ritrovata in individui sani e a livello tonsillare dove vengono esposti ad una
moltitudine di antigeni microbici. I linfociti B CD21/ow vengono di conseguenza
considerati in stato attivato e sembrano essere in grado di interagire con altre
popolazioni cellulari del sistema immunitario portando potenzialmente alla
produzione di citochine. Tuttavia, ad oggi, non ¢ ancora chiaro se la risposta dei
linfociti B CD21/ow a determinati stimoli abbia un effetto positivo o dannoso per

I’individuo (26).

1.6.3.5. Alterazioni dei linfociti T

Le alterazioni a livello della popolazione dei linfociti T determinano da un lato la
compromissione della produzione anticorpale, dall’altro sono responsabili della
disregolazione immunitaria che si estrinseca in fenomeni di autoimmunita,
linfoproliferazione, malattie granulomatose ed enteropatie (30). Le principali
anomalie coinvolgono:

o Linfociti T CD4+ — Generalmente la conta dei linfociti T CD4+ naive e della
memoria ¢ diminuita. Questa diminuzione correla con una maggiore
frequenza di autoimmunita e linfoproliferazoone policlonale (31). I linfociti
T CD4+ attivati sono invece aumentati, soprattutto nei pazienti che
presentano aumento dei linfociti B CD21/ow e riduzione dei B memory.

Questo si spiega con il fatto che un difetto della regolazione da parte dei

18



linfociti B determina una stimolazione e una attivazione eccessiva dei
linfociti T. Anche nel caso dell’aumento dei linfociti T si riscontra un
maggior rischio di insorgenza di splenomegalia, linfoproliferazione
policlonale e autoimmunita (32).

Linfociti T CD8+ — Il numero dei linfociti T CD8+ naive e della memoria ¢
in genere diminuito, mentre il fenotipo attivato ¢ aumentato. Queste
alterazioni determinano una maggiore incidenza di autoimmunita,
linfoproliferazione e malattia granulomatose, e inoltre sono associati a
quadri di infezioni virali croniche (31)(33).

Linfociti T regolatori — Questi linfociti risultano ridotti e, poiché possiedono
fisiologicamente la capacita di inibire le reazioni contro gli antigeni self,
questa riduzione si associa ad un aumento di fenomeni di autoimmunita,
splenomegalia e malattia granulomatosa (33). I linfociti T helper 17
risultano ridotti e questa riduzione ¢ correlata all’aumento dei linfociti B
CD21low (35). L’equilibrio Th1/Th2 ¢ sbilanciato verso una polarizzazione
in senso T helper 1, responsabile della patogenesi delle inflammazioni di
tipo granulomatoso (34).

Linfociti  granulati: Questa popolazione di linfociti T, caratterizzati
dall’espressione degli antigeni CD3, CD8 e CDS57, risulta espansa in un
sottogruppo di pazienti e rientra tra i disturbi linfoproliferativi associati alla
IDCV. In alcuni casi si tratta di una proliferazione policlonale, in altri casi
puo presentarsi in forma oligo- o monoclonale. L’espansione di questa
popolazione di linfociti ¢ stata riportata in associazione ad una maggiore
incidenza di splenomegalia, inversione del rapporto CD4/CDS, citopenia ed

autoimmunita (36).

1.6.3.6. Alterazioni del’immunita innata

Anomalie che riguardano le cellule dell’immunita innata possono avere un ruolo

nella patogenesi della IDCV. Le cellule interessate sono le seguenti:

Cellule dendritiche — Nei pazienti con CVID il numero di cellule
dendritiche mieloidi e plasmacitoidi nel sangue periferico risulta ridotto.
L’alterazione del signaling mediato dai Toll-like receptor 7 ¢ 9 (che

riconoscono rispettivamente RNA virale e DNA batterico e che sono
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espressi dai linfociti B e dalle cellule dendritiche) determina un deficit
nell’attivazione e proliferazione dei linfociti B in risposta a specifici stimoli
antigenici (37). La conta dei precursori delle cellule dendritiche risulta
normale e questo suggerisce un meccanismo periferico di alterazione di
queste cellule. Il meccanismo di sequestro delle cellule dendritiche ¢ stato
osservato in altre condizioni come infezioni e malattie autoimmuni. Si tratta
verosimilmente di un meccanismo a feedback negativo della produzione di
interferone di classe 1 (38) (39). L’alterazione della funzione di queste
cellule, inoltre, compromette 1’interazione con i linfociti T e di conseguenza
la produzione anticorpale T-dipendente (40).

Cellule Natural Killer (NK) — Il numero di cellule NK puo essere normale
o ridotto nei pazienti con IDCV. A prescindere dalla conta degli altri
linfociti, 1 pazienti con importanti deficit di NK presentano un’aumentata
incidenza di infezioni gravi come polmoniti e sepsi e di granulomi (41).
Linfociti iNKT (IFN-y-producing innate lymphoid cells) — Queste cellule
riconoscono glicolipidi endogeni e di origine batterica producendo IFN-y e
citochine che inducono una risposta Thl o Th2. Queste cellule sono
coinvolte nel potenziamento delle risposte umorali-T dipendenti e sono in
grado di sopprimere cloni autoreattivi T tramite la produzione di IL-4. I
pazienti con IDCV presentano una riduzione di cellule iNKT e una costante
attivazione delle stesse. La loro riduzione ¢ associata anche ad infezioni
virali e a fenomeni autoimmunitari (42).

Neutrofili polimorfonucleati — 1 neutrofili dei pazienti con IDCV presentano
bassi livelli di marcatori che indicano un difetto nella loro maturazione. E
stata dimostrata inoltre un deficit nella degranulazione, fagocitosi e
produzione di ROS (43).

Monociti/Macrofagi — I monociti dei pazienti affetti da IDCV mostrano un
aumento significativo della produzione di ROS che potrebbe essere
associato a manifestazioni cliniche quali neoplasie, disordini autoimmuni e
alcune malattie polmonari croniche (44). Un alterato profilo citochinico nei
monociti potrebbe contribuire a polarizzare la risposta T cellulare in senso
Thl e determinare quindi un deficit nella produzione anticorpale.

L’aumentata produzione di IL-12 da parte dei monociti CD14+, infatti,
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stimola I"up-regolazione di IFN-y nei linfociti T, determinando un disordine

della risposta polarizzata in senso Thl (45).

1.6.4. MANIFESTAZIONI CLINICHE

La IDCV presenta uno fenotipo clinico molto eterogeneo che spazia dalle infezioni
sino-polmonari e sistemiche fino a piu complesse complicanze non infettive (46).
La manifestazione clinica piu frequente ¢ rappresentata dalle infezioni del tratto
respiratorio che interessa la quasi totalita dei pazienti, seguita da fenomeni
autoimmunitari, splenomegalia e bronchiectasie, quadri granulomatosi, enteropatia,

neoplasie e infezioni gravi (47).

1.6.4.1. Infezioni

L aumentata suscettibilita alle infezioni ¢ una delle caratteristiche principali della
IDCV. Questa caratteristica si riscontra nella quasi totalita dei pazienti. In uno
studio multicentrico italiano (48)I’86,7% dei pazienti presentava una storia di
infezioni ricorrenti (48). Le infezioni pit comuni riguardano le alte e basse vie
respiratorie € sono rappresentate da bronchiti nel 69% dei casi, sinusiti (60%),
polmoniti (58%) e nel tempo 1 pazienti possono sviluppare bronchiectasie (38%)
(48). Le infezioni possono essere acute, croniche o ricorrenti € sono causate piu
spesso da batteri capsulati come Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
influenzae Tipo B. Altri batteri frequentemente isolati includono Neisseria
meningitidis, Moraxella spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,

Pseudomonas aeruginosa € Mycoplasma spp. Per quanto riguarda le infezioni
virali, 1 virus che si riscontrano pitu spesso sono Rhinovirus, Adenovirus,
Coronavirus, Influenza virus A e B, Enterovirus, RSV (Respiratory Syncytial Virus)
e Metapneumovirus (9)(46). L’infezione da Rhinovirus nei pazienti affetti da
IDCVe¢ persistente e interessa il tratto respiratorio inferiore. L’infezione cronica di
si associa a una riduzione delle difese immunitarie dell’ospite che pud comportare
I’instaurarsi di sovrainfezioni e inflammazioni che possono determinare lo sviluppo

di bronchiectasie(49).
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I pazienti con IDCV presentano anche un’aumentata suscettibilita alle infezioni
gastroenteriche che hanno la tendenza a diventare croniche e sono difficilmente
eradicabili nonostante venga instaurata una terapia antibiotica adeguata. I patogeni
piu frequentemente isolati sono Giardia lamblia, Campylobacter jejuni, Salmonella
spp. e pit raramente CMV (50). Le infezioni causate da Norovirus e Campylobacter
Jejuni possono causare episodi di diarrea acuta, mentre le forme causate da Giardia
e CMV possono manifestarsi con quadri cronici, malassorbimento, perdita di peso
o ritardo della crescita. Sono state riscontrate anche infezioni alle vie urinarie
causate da Ureaplasma urealyticum

0 Mycoplasma spp. (10).

1.6.4.2. Complicanze polmonari

Le complicanze polmonari sono la prima causa di morbidita nei pazienti con IDCV
(46). Sono infatti associate ad ospedalizzazioni ricorrenti ¢ ad una significativa
mortalita. Le patologie a livello polmonare possono determinare un deficit
ostruttivo e/o restrittivo ed una maggiore suscettibilita alle infezioni (9).Fare clic o
toccare qui per immettere il testo.. Le manifestazioni autoimmuni piu spesso
diagnosticate sono la trombocitopenia autoimmune (ITP) che interessa circa il 7%
dei pazienti, I’anemia emolitica autoimmune (AIHA) che riguarda circa il 4% dei
pazienti o una combinazione delle due (sindrome di Evans) e infine la neutropenia
autoimmune (48). Le citopenie possono essere la manifestazione di esordio della
IDCV in circa il 10% dei casi (51). In questi pazienti ¢ stata descritta una incidenza
minore di infezioni associata ad una maggiore frequenza di splenomegalia,

enteropatie e malattia granulomatosa (46).

1.6.4.3. Enteropatia

Le manifestazioni che interessano il tratto gastrointestinale possono essere di natura
infettiva o non infettiva. Si stima che fino al 50% dei pazienti possano soffrire di
diarrea cronica con malassorbimento o diarrea intermittente nel corso della
patologia, tuttavia i sintomi non sono dirimenti, pertanto I’inquadramento risulta

complesso (52). L’enteropatia non infettiva colpisce il 9-15% dei pazienti affetti da
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IDCV (53) ed ¢ definita da specifici reperti istopatologici: atrofia dei villi e
alterazione delle cripte della mucosa, infiltrazione linfocitaria prevalentemente
CD8+, iperplasia linfoide organizzata in aggregati nella parete e carenza di
plasmacellule. Queste caratteristiche risultano del tutto simili alla malattia celiaca
dalla quale pero I’enteropatia in corso di IDCV si differenzia per la mancanza degli
anticorpi tipici della celiachia (anti-transglutaminasi, anti-endomisio e anti-
gliadina), I’assenza degli aplotipi HLA-DQ2 e HLA-DQS e la mancata risposta alla
dieta priva di glutine (53) (7) (8). L’enteropatia risulta spesso associata ai quadri
autoimmuni; infatti, i pazienti presentano nel 46% dei casi altri disturbi di natura
autoimmune e nel 52% un aumento dei linfociti T nel sangue periferico (54). 1l
coinvolgimento epatico ¢ fortemente associato all’enteropatia in corso di IDCV
(55) (54). I quadri patologici che si riscontrano piu frequentemente sono 1’iperplasia

nodulare reattiva, granulomi e anomalie a livello dei vasi portali (56).

1.6.4.4. Malattia granulomatosa

E definita dalla dimostrazione tramite biopsia di almeno un granuloma in uno o pit
organi. Gli organi piu colpiti sono il polmone, i linfonodi, la milza e il fegato. Altri
organi che possono essere colpiti sono la cute, il midollo osseo, i reni e I’encefalo.
Colpisce circa il 10-20% dei pazienti con IDCV. Il reperto istopatologico ¢ costituto
da granulomi non caseosi simili a quelli che si riscontrano in corso di sarcoidosi, la
quale si distingue per le dimensioni e per la localizzazione dei granulomi che nel
caso della sarcoidosi sono tipicamente a distribuzione perilinfatica e apicale, per la
presenza di ipergammaglobulinemia e per la meno frequente associazione con
splenomegalia (46) (7) (57). La presenza di malattia granulomatosa si associata nel
54% dei casi ad altre manifestazioni autoimmuni, soprattutto citopenie. Nei pazienti
con malattia granulomatosa ¢ stata inoltre osservata una riduzione dei linfociti B
switched memory che si associa ad una alterazione dell’ambiente citochinico, ad un
aumento dei linfociti T CD8+ e ad una riduzione dei linfociti T CD4+, che

favorirebbero lo sviluppo di reazioni di tipo granulomatoso (58).
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1.6.4.5. Linfoproliferazione benigna

Fino al 50% dei pazienti affetti da IDCV presentano linfadenopatia, splenomegalia
e/o iperplasia linfonodale gastroenterica (59). Nella maggior parte dei casi si tratta
di linfoproliferazione benigna; tuttavia, il sottogruppo di pazienti con
linfoproliferazione ¢ associato a maggior rischio di sviluppare linfomi (10). La
splenomegalia si riscontra in circa il 30% dei casi e causa in genere solo dei lievi
sintomi di ipersplenismo. La linfadenopatia ¢ frequente soprattutto a livello
cervicale, ascellare, del mediastino, addominale e inguinale (7). I quadri patologici
repertati alla biopsia includono pit spesso atrofia dei centri germinativi, iperplasia

linfoide reattiva o atipica e granulomi (9).

1.6.4.6. Neoplasie

I pazienti affetti da IDCV presentano un rischio di sviluppare neoplasie maligne di
12-18 volte maggiore rispetto alla popolazione generale (60). I tumori piu frequenti
sono 1 linfomi non-Hodgkin e il carcinoma gastrico. Le neoplasie maligne
rappresentano una delle principali cause di morte nei pazienti con IDCV (61). I
linfomi in pazienti affetti da IDCV esordiscono fra la quarta e settima decade e sono
piu frequenti nel sesso femminile (62). Il linfoma ¢ la complicanza che influisce di
piu in termini di sopravvivenza nei pazienti con IDCV (10). Il carcinoma gastrico
¢ il secondo tipo di tumore piu frequente nei pazienti con IDCV. Il carcinoma
gastrico presenta delle caratteristiche peculiari che lo differenziano dalle altre
neoplasie gastriche. In primo luogo, viene diagnosticato in pazienti mediamente piu
giovani rispetto alla popolazione generale; in secondo, la diagnosi istologica ¢ di
adenocarcinoma intestinale di tipo tubulare moderatamente/poco differenziato che
contiene una elevata conta di linfociti intratumorali. Infine, viene descritto come
questo tumore insorga su un particolare tipo di gastrite atrofica riscontrata nei

pazienti con immunodeficienza e disordini autoimmuni (63).

1.6.5. FENOTIPI CLINICI SECONDO CHAPEL
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Considerata 1’eterogeneita e la complessita delle innumerevoli manifestazioni
cliniche nei pazienti affetti da IDCV, Chapel et al., sulla base dei dati ottenuti da
uno studio multicentrico, hanno proposto una classificazione dei pazienti in 4
sottogruppi in base alle complicanze non infettive. Fra le complicanze considerate
sono state escluse le bronchiectasie che risultano correlate ad infezioni polmonari,
la splenomegalia che ¢ una manifestazione estremamente aspecifica ed associata a
molti quadri clinici diversi e ’anemia sideropenica che presenta una patogenesi
multifattoriale. I fenotipi clinici individuati sono i seguenti:
I.  Nessuna complicanza correlata alla malattia o manifestazioni limitate ad
infezioni ricorrenti (infection only);
II.  Autoimmunita (manifestazioni organo-specifiche e citopenie autoimmuni);
III.  Infiltrazione linfocitica policlonale (granulomi non altrimenti spiegati,
epatomegalia, linfadenopatia persistente e polmonite interstiziale
linfocitica);
IV.  Enteropatia non altrimenti spiegata (comprovata da biopsia e insensibile al
glutine)
Oltre a questi quattro fenotipi ne era inizialmente previsto un quinto caratterizzato
dalla presenza di neoplasie. Chapel et al. in uno studio successivo hanno rivalutato
la suddivisione in fenotipi apportando alcune modiche tra cui 1’eliminazione del
fenotipo caratterizzato dalle neoplasie, la considerazione delle sole citopenie
autoimmuni senza altre manifestazioni autoimmuni organo-specifiche poiché solo
le citopenie autoimmuni influenzano negativamente la prognosi.
L°83% dei pazienti presenta un unico fenotipo clinico e questa caratteristica tende
ad essere stabile nel tempo. Suddividendo 1 pazienti in due gruppi (uno senza
complicanze e uno con complicanze) ¢ stato dimostrato un aumento di mortalita nei
pazienti con complicanze. Piu nello specifico, ogni fenotipo ¢ correlato ad uno
specifico tasso di sopravvivenza. I fenotipi III e IV sono associati ad una maggiore
mortalita, il fenotipo II ¢ associato ad un minore aumento di mortalita, ma sempre
significativo (10) (64). Questi dati sono stati confermati da un successivo studio
longitudinale che ha dimostrato come la sopravvivenza dei pazienti con IDCV
senza complicanze extra-infettive ¢ del 95% rispetto alla sopravvivenza dei pazienti
con complicanze che si assesta intorno al 42% (65). E stato inoltre dimostrato che
il fenotipo III € correlato ad un rischio 5 volte maggiore di neoplasia linfoide ed ¢

associato a livelli sierici di IgM piu elevati (10) (64). Tenendo conto delle piu
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recenti rivalutazioni, 1 nuovi fenotipi suddividono le popolazioni studiate in pazienti
senza complicanze correlate a malattia (62%-78%), con citopenie autoimmuni (6-

15%), con linfoproliferazione (6 - 15%) e con enteropatia (1-4%) (64).

1.6.6. DIAGNOSI

Secondo le linee guida ESID (11) la diagnosi probabile di IDCV si pone quando

sono rispettati i criteri riportati nella seguente tabella (tab. 1).

Almeno una delle seguenti:
e Aumentata suscettibilita alle infezioni
e Manifestazioni autoimmuni
e Malattia granulomatosa
e Linfoproliferazione policlonale non altrimenti spiegata

e Familiare con deficit anticorpale

E riduzione marcata dei livelli di IgG e IgA con o senza riduzione dei livelli di
IgM (misurati almeno due volte, con livelli inferiori a 2 deviazioni standard

rispetto ai livelli di riferimento per eta);

E almeno una delle seguenti:
e Scarsa risposta anticorpale ai vaccini e/0 isoemoagglutinine assenti o
assenza di livelli anticorpali protettivi nonostante la vaccinazione
e Bassi livelli di linfociti B switched memory (< 70% rispetto ai valori di

riferimento per eta)

E esclusione di cause secondarie di ipogammaglobulinemia

E diagnosi posta dopo i 4 anni d’eta (sebbene i1 sintomi possano insorgere prima)

E assenza di deficit di cellule T, definita da almeno 2 delle seguenti:
e Linfociti CD4+/ pL: 2-6 anni < 300, 6-12 anni < 250, > 12 anni < 200
e Percentuale di linfociti naive CD4+: 2-6 anni < 25%, 6-16 anni < 20%, >
16 anni < 10%

e Assente proliferazione dei linfociti T

Tabella 1: Criteri clinici per la diagnosi probabile di IDCV (11).
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Di fronte ad un paziente con sospetta immunodeficienza anticorpale si procede
all’esecuzione, oltre ai classici esami ematochimici di routine (i.e. emocromo con
formula leucocitaria, protidogramma,

funzionalita renale ed epatica e indici di infiammazione) al dosaggio delle
immunoglobuline sieriche e alla valutazione della risposta vaccinale T-dipendente
e T-indipendente. Si devono inoltre escludere le cause di immunodeficienza
secondaria (7)(11). In un secondo momento, per migliorare 1’inquadramento del
paziente, si possono eseguire ulteriori indagini molecolari come lo screening

genetico e lo studio del fenotipo secondo EUROclass.

1.6.6.1. Dosaggio delle immunoglobuline

Per porre diagnosi di IDCV ¢ necessario dosare i livelli sierici di IgG, IgA e IgM.
La quantificazione delle sottoclassi IgG non € necessaria ai fini della diagnosi di
IDCV, ma ¢ utile per la diagnosi differenziale (i.e. deficit di sottoclassi IgG). Il
dosaggio delle IgE non ¢ necessario per porre diagnosi, ma livelli aumentati non
sono comuni e quindi dovrebbero far propendere per una diagnosi alternativa.
Prima di iniziare la eventuale terapia sostitutiva, ¢ necessario dimostrare una
riduzione delle immunoglobuline persistente nel tempo(11) (7). I valori sierici
normali delle immunoglobuline nei pazienti con piu di 18 anni sono i seguenti: IgG

767-1590 mg/dL, IgA 61-356 mg/dL, [gM 37-286 mg/dL (66).

1.6.6.2. Risposta anticorpale

La valutazione della risposta anticorpale in seguito alla somministrazione di vaccini
¢ indispensabile per quantificare la risposta T-dipendente e T-indipendente dei
linfociti B. I vaccini composti da antigeni proteici o polisaccaridici coniugati a
proteine carrier forniscono informazioni sulla risposta T-dipendente, mentre gli
antigeni polisaccaridici permettono di valutare la risposta T-indipendente. Questa
valutazione va fatta prima dell’inizio della terapia sostitutiva e consiste nel dosare

gli anticorpi specifici prima della immunizzazione e dopo 3-6 settimane. Nei
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pazienti adulti che hanno eseguito regolarmente le vaccinazioni previste dal

calendario vaccinale, vengono dosati:

e Anticorpi IgG specifici contro tetano e difterite che evidenziano la risposta

anticorpale T-dipendente in quanto gli antigeni somministrati sono di tipo

proteico o glicoproteico.

e Anticorpi IgG specifici contro il vaccino pneumococcico 23-valente che

valuta la capacita di risposta ad antigeni polisaccaridici, T-indipendente (7).

Qualora non fosse possibile valutare la risposta anticorpale dosando i livelli di

immunoglobuline specifiche poiché il paziente ha gia intrapreso il trattamento

sostitutivo con Ig, lo stesso punto dei criteri diagnostici puo essere soddisfatto dalla

assenza di isoemoagglutinine o dalla riduzione dei linfociti B switched memory

senza la necessita di interrompere la terapia (67).

1.6.6.3. Diagnosi differenziale

Secondo 1 criteri ESID (11), per porre diagnosi di IDCV ¢ necessario escludere le

altre cause di ipogammaglobulinemia che sono molto pit comuni nella popolazione

adulta rispetto ai deficit primitivi. Nella seguente tabella (tab. II) sono riportate le

principali cause di ipogammaglobulinemia (7).

Farmaci

Antimalarici, Captopril,
Carbamazepina, Glucocorticoidi,
Fenclofenac, Sali d’oro, Penicillamina,
Fenitoina, Sulfasalazina, Anticorpi

monoclonali anti-CD20 (Rituximab)

Mutazioni di singoli geni e altri

difetti

Atassia teleangectasia, forme
autosomico-recessive di SCID (severe
combined immunodeficiency) e altre
forme di immunodeficienza combinata,
sindrome  iper-IgM,  deficit di
transcobalamina I con

ipogammaglobulinemai,
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Agammaglobulinemia X-linked,
disordini  linfoproliferativi ~ X-linked
correlati ad EBV, SCID X-linked, alcuni

disordini metabolici

Anomalie cromosomiche Sindrome 18q-, monosomia 22, trisomia

8, trisomia 21

Malattie infettive HIV, infezioni congenite da rosolia,
infezioni congenite da CMV, infezioni

congenite da Toxoplasma Gondii, EBV

Neoplasie Leucemia linfatica cronica,
immunodeficienza associata a timoma,
linfomi non-Hodgkin, gammopatie
monoclonali (mieloma multiplo,

macroglobulinemia di Waldestrém)

Altri disordini sistemici Immunodeficienza causata da eccessiva
perdita di immunoglobuline (sindrome

nefrosica, ustioni gravi, linfangectasia,

enteropatie proteino-disperdenti)

Tabella II: diagnosi differenziale di ipogammaglobulinemia (7)

1.6.6.4. Indagini molecolari

I criteri diagnostici proposti da ESID non prevedono ulteriori indagini molecolari
per porre diagnosi di IDCV. Tuttavia, vengono suggeriti nel caso di familiarita per
immunodeficienza primitiva anticorpale, esordio precoce di malattia, quadri
infettivi particolarmente severi e presenza di numerose complicanze autoimmuni
(11).

Ad oggi I’'individuazione di una eventuale mutazione genica sottostante la malattia
non cambia I’approccio terapeutico al paziente con IDCV; tuttavia, essa puo
consentire diagnosi e trattamento anche nei pazienti con presentazioni cliniche
atipiche, puo fornire informazioni prognostiche ed in futuro potrebbe permettere lo

sviluppo di target-therapies per specifici geni difettivi. L’individuazione di
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particolari difetti genici ha inoltre importanti implicazioni anche per 1 familiari dei
pazienti che potrebbero essere portatori della stessa mutazione (68).

Una ulteriore indagine, gia descritta precedentemente, utile alla classificazione
fenotipica e prognostica dei pazienti, prevede ’analisi citofluorimetrica dei linfociti
B periferici. Da questa valutazione 1’anomalia piu comune che viene riscontrata ¢

la riduzione dei livelli di linfociti B switched memory (20).

1.6.7. TERAPIA

I principali obiettivi della terapia nei pazienti con IDCV sono prevenire le infezioni
ricorrenti, 1 danni d’organo a lungo termine e le complicanze associate come

I’autoimmunita e le neoplasie.

1.6.7.1. Terapia sostitutiva

La somministrazione di immunoglobuline rappresenta la terapia di scelta per il
trattamento delle immunodeficienze primitive caratterizzate da importanti deficit
umorali in quanto riduce I’incidenza di infezioni e la morbilita, prolunga la
sopravvivenza e piu in generale migliora la qualita di vita. Le iniziali formulazioni
intramuscolo sono risultate poco tollerate e sono state quindi sostituite dalle
formulazioni per uso endovenoso (IVIG) e sottocutaneo (SCIG). Ad oggi sono
disponibili una ventina di formulazioni di immunoglobuline che presentano
efficacia simile, ma differiscono per le proprieta chimico-fisiche e per il contenuto
di IgA. Queste diverse caratteristiche influenzano gli eventuali effetti avversi e la
tollerabilita della terapia (48)(69)(70).

11 titolo di immunoglobuline necessario ad ottenere livelli adeguati di IgG varia da
paziente a paziente. Valori superiori a 5g/L si sono rivelati sufficienti a prevenire
le infezioni polmonari gravi nei pazienti con IDCV, ma titoli piu elevati si associano
ad una ulteriore riduzione della frequenza di polmoniti nei pazienti in terapia
sostitutiva (71) (72).

Le linee guida ESID raccomandano una dose iniziale di 0.4-0.5 g/kg/mese per le
IVIG e 0.4-0.6 g/kg/ mese per le SCIG. Dosaggi maggiori sono indicati in caso di

scarso controllo delle infezioni, bronchiectasie, in alcuni casi di enteropatia e
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splenomegalia, in caso di aumento di peso e in gravidanza (11) (7). Le formulazioni
endovenose e sottocute non presentano differenza in termini di efficacia nel
prevenire le infezioni. La modalita di somministrare viene decisa in base ai dati
clinici come la quantita di immunoglobuline da somministrare, la scarsa
tollerabilita a IVIG, la presenza di accessi venosi e alla compliance del paziente
(71).

Le IVIG, a differenza delle SCIG permettono di somministrare grandi volumi di
formulato di immunoglobuline. Per questo motivo vengono somministrate ogni 3-
4 settimane. La via endovenosa comporta pero degli svantaggi, infatti, circa un terzo
dei pazienti puo presentare effetti collaterali sistemici durante o dopo 1’infusione
(e.g. cefalea, malessere, nausea e vomito, mialgie, ipertensione o ipotensione,
dolore addominale) trattabili con una premedicazione di corticosteroidi e
antistaminici. Inoltre, a causa della farmacocinetica del farmaco, in alcuni pazienti
si puo verificare un abbassamento dei livelli protettivi di immunoglobuline nei
giorni che precedono I’infusione successiva con conseguente aumento del rischio
di infezione (71). Rispetto alle IVIG la terapia sottocutanea presenta diversi
vantaggi, infatti, non necessitando di un accesso venoso, ¢ piu comoda da
somministrare per il paziente che si pud auto-infondere il farmaco tramite
specifiche pompe di infusione. Sono inoltre ridotti gli effetti collaterali sistemici e
i livelli di immunoglobuline sieriche presentano una fluttuazione minore rispetto
alla terapia endovenosa. Tuttavia, le SCIG presentano una minore biodisponibilita
e permettono di somministrare volumi minori di Ig e per questo motivo sono
richiesti spesso piu siti di iniezione (71) (73). Ad oggi sono disponibili diversi
metodi di somministrazione delle SCIG che sono sostanzialmente identiche in
termini efficacia. Generalmente vengono somministrate settimanalmente o
bisettimanalmente attraverso una pompa di infusione in una singola dose, oppure
possono essere infuse tramite somministrazione rapida di piccoli volumi (rapid
push) che richiede un tempo minore e non necessita di pompe di infusione. Un
ulteriore sistema di somministrazione facilitato prevede l’associazione con la
ialuronidasi ricombinante che degrada 1’acido ialuronico presente nella matrice
extracellulare facilitando I’assorbimento delle immunoglobuline. Questo permette
di infondere un maggiore volume di soluzione richiedendo un solo sito di infusione

ogni 3-4 settimane come nel caso delle IVIG (74) (75).

31



1.6.7.2. Terapia delle complicanze

La terapia sostitutiva con immunoglobuline riduce molto la frequenza delle
infezioni del tratto respiratorio; tuttavia, alcuni pazienti possono richiedere una
terapia profilattica antibiotica. A tal proposito, un recente trial clinico ha
evidenziato la riduzione di infezioni acute e del rischio di ospedalizzazione nei
pazienti trattati con azitromicina a basse dosi (76).

Alcuni pazienti in terapia sostitutiva possono presentare delle esacerbazioni
infettive del tratto respiratorio sebbene abbiano raggiunto il target terapeutico di
immunoglobuline considerato protettivo (48). Queste esacerbazioni infettive
giustificano 1’uso di antibiotici in quanto le infezioni ricorrenti alle basse vie
respiratorie possono determinare un danno strutturale del parenchima polmonare
causando la formazione di bronchiectasie. L’analisi microbiologica
dell’espettorato di questi pazienti ha isolato nel 56% dei casi virus e nel 33% dei
casi batteri in larga parte capsulati. I virus piu frequentemente isolati in corso di
esacerbazioni respiratorie sono Rhinovirus, Adenovirus, Metapneumovirus,
Coronavirus e Influenza virus A e B. 1 batteri piu frequenti sono S. pneumoniae, H.
influenzae e P. aeruginosa. L’infezione virale ¢ spesso accompagnata da
sovrainfezione batterica quindi ¢ raccomandata la terapia antibiotica a prescindere
dall’eventuale presenza di virus. Nei pazienti che presentano bronchiectasie ¢
indicata la somministrazione di immunoglobuline per ridurre la frequenza delle
infezioni e in caso di esacerbazioni o progressione del danno, ¢ raccomandata una
profilassi antibiotica con macrolidi (81). I pazienti con IDCV presentano anche una
aumentata suscettibilita alle rinosinusiti croniche. In questi pazienti la terapia con
immunoglobuline riduce le ospedalizzazioni, la necessita di terapia antibiotica e di
interventi chirurgici (78).

Per quanto riguarda le citopenie autoimmuni (trombocitopenia immune € anemia
emolitica autoimmune) il trattamento di prima linea prevede [’'utilizzo di
corticosteroidi al dosaggio di 1-2 mg/kg die ed eventualmente un aumento del
dosaggio di immunoglobuline. In seconda linea ¢ indicato 1’utilizzo di Rituximab
soprattutto nel caso di ITP e AIHA ricorrenti o refrattarie. La splenectomia puo

rivelarsi necessaria in caso di fallimento delle altre terapie (7).
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La malattia granulomatosa non € responsiva al trattamento con immunoglobuline,
quindi, € necessario ricorrere a corticosteroidi o ad altri immunosoppressori come
azatioprina e ciclofosfamide (58).

La malattia polmonare interstiziale granulomatosa si associa ad elevata mortalita;
risulta quindi importante una diagnosi precoce. Ad oggi non esiste una terapia
standardizzata per questa complicanza; si utilizzano vari trattamenti
immunosoppressivi tra cui corticosteroidi, azatioprina, ciclosporina e Rituximab
(6) (7).

L’enteropatia non migliora con la sola terapia sostitutiva; pud richiedere il
trattamento con 5-ASA, budesonide, corticosteroidi a basse dosi, azatioprina o 6-

mercaptopurina (7).

1.6.7.3. Vaccinazioni

I pazienti affetti da IDCV che ricevono una terapia sostitutiva risultano protetti dal
titolo anticorpale presente nelle preparazioni a base di IgG policlonali ottenute dal
siero di donatori sani, ma rimane comunque indicata l’esecuzione delle
vaccinazioni previste dal piano vaccinale. I vaccini inattivati non comportano alcun
rischio, a differenza di quelli vivi attenuati che possono causare la malattia nel
paziente con IDCV e sono quindi controindicati in questa categoria di pazienti.
L’immunita cellulo-mediata risulta in gran parte intatta in molti pazienti con IDCV
e 1 vaccini inattivati possono quindi indurre una immunita cellulare e possono essere
somministrati. Le linee guida italiane raccomandano la vaccinazione anti-
pneumococcica con vaccino coniugato 13-valente nei pazienti di qualsiasi eta con
elevato rischio infettivo. Anche il vaccino antinfluenzale ¢ raccomandato in quanto
gli anticorpi protettivi contro il virus dell’influenza non sono generalmente presenti

nelle formulazionj della terapia sostitutiva (79).

1.6.8. FOLLOW-UP

L’eterogeneita delle manifestazioni cliniche della IDCV rende conto della
complessita nella gestione dei pazienti affetti da questa patologia che prevede un

follow-up a vita per poter prevenire le complicanze. Periodicamente devono essere
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eseguiti i classici esami ematochimici (i.e. emocromo con formula leucocitaria,
funzionalita epatica e renale, indici di inflammazione) e dosate le immunoglobuline
sieriche per valutare 1’efficacia della terapia sostitutiva.

Per un migliore inquadramento dei pazienti, assumono particolare importanza
determinate indagini di laboratorio e di imaging che vanno eseguite periodicamente
per individuare precocemente I’insorgenza di eventuali complicanze. L’ecografia
addominale valuta la presenza di splenomegalia ed epatomegalia. La spirometria
valuta la presenza di alterazioni della funzionalita polmonare, mentre la diffusione
polmonare del monossido di carbonio (DLCO) indaga la presenza di alterazioni a
livello della barriera alveolo-capillare che puo essere alterata in corso di patologia
interstiziale polmonare. La TC torace e in particolare la HRTC (High Resolution
Computed Tomography) viene eseguita al momento della diagnosi e poi con
cadenza regolare in quanto ¢ considerata la metodica di scelta per identificare le
alterazioni parenchimali e interstiziali polmonari e dell’albero bronchiale.
L’esecuzione di colonscopia ed esofago-gastro-duodenoscopia ¢ indicata nella

prevenzione primaria e secondaria delle neoplasie (15).

1.6.9. PROGNOSI

La prognosi dipende dal fenotipo clinico come dimostrato da Chapel et al. I pazienti
che appartengono al sottogruppo caratterizzato dall’assenza di complicanze
(infection only) presentano una aspettativa di vita pari a quella della popolazione
generale. Al contrario, 1 pazienti con complicanze non infettive presentano una
sopravvivenza minore (1). Quinti ef al. hanno evidenziato una sopravvivenza del
65% dei pazienti in Italia a 40 anni dalla diagnosi escludendo i casi di morte per
tumore maligno. La sopravvivenza negli anni ¢ aumentata grazie all’introduzione
della terapia sostitutiva e ’efficacia di tale terapia ¢ dimostrata dal fatto che le
infezioni non rientrano tra le principali cause di morte dei pazienti con IDCV che
ad oggi sono I’insufficienza polmonare cronica, i linfomi non-Hodgkin, altri tipi di

linfomi e neoplasie solide (48).
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1.7. RUOLO DELL’IMMUNITA ADATTATIVA NELLA
FISIOPATOLOGIA DELLE MALATTIE
CARDIOVASCOLARI

1.7.1. MALATTIE CARDIOVASCOLARI E FATTORI DI
RISCHIO

Le malattie cardiovascolari (MCV) rappresentano la prima causa di morte nel
mondo. In Italia determinano il 35,8% di tutti 1 decessi e sono tra le cause principali
di morbilita e la causa piu frequente di ospedalizzazione. Sebbene negli ultimi
decenni si sia assistito ad un progressivo calo della mortalitd per cause
cardiovascolari, I’incidenza e la prevalenza dei fattori di rischio sono aumentate in
modo esponenziale. Per fattori di rischio si intendono tutte quelle condizioni che
determinano una aumentata suscettibilita a sviluppare eventi cardiovascolari
maggiori, come infarto miocardico acuto, ictus cerebrale, scompenso cardiaco,
insufficienza renale, arteriopatie periferiche e morte per cause cardiovascolari.
Questo rischio puo essere definito in termini assoluti, come la probabilita di
sviluppare un evento in un periodo di tempo compreso trai 5 e 10 anni successivi,
oppure in termini relativi rispetto al rischio di un soggetto con le stesse
caratteristiche, ma che non presenta fattori di rischio.

I fattori di rischio vengono classicamente suddivisi in maggiori o “tradizionali” e
minori o “non convenzionali”. Quelli maggiori comprendono: ipertensione
arteriosa, ipercolesterolemia, diabete mellito, fumo di sigaretta, familiarita per
MCV, sesso maschile ed eta maggiore di 65 anni, mentre quelli minori sono: etnia,
obesita addominale, sedentarieta, stress psicofisico, ipertrigliceridemia, bassi valori
di colesterolo HDL, aumento dei valori di apolipoproteine, acido urico, proteina C-
reattiva e altri marcatori dell’infiammazione ed infine sindrome metabolica (80).

I fattori di rischio vengono inoltre suddivisi in modificabili (ipertensione,
ipercolesterolemia, ipertrigliceridemia, iperglicemia) e non modificabili (eta, sesso,
etnia, familiaritd) a seconda che sia possibile o meno intervenire tramite
modificazioni dello stile di vita o tramite un approccio farmacologico mirato.
Nella tabella seguente (tab. IV) sono riportati i principali fattori di rischio

cardiovascolare.

35



Modificabili

Maggiori o tradizionali

Minori o non convenzionali

Non modificabili

e Ipertensione e Valori di e FEta
arteriosa ‘ colest'er(‘)lo HDL‘ o Sesso

e Ipercolesterolemia e Ipertrigliceridemia _

¢ Diabete mellito e Sindrome * FEtnia

e Fumo di sigaretta metabolica e Familiarita

e Obesita addominale per MCV
e Sedentarieta
e Stress psicofisico

e Iperuricemia

e Indici di flogosi
Tabella I'V: Fattori di rischio cardiovascolare.

I valori di riferimento per definire la presenza o meno dei fattori di rischio maggiori
sono:

e Pressione arteriosa > 140/90 mmHg;

e Colesterolo totale > 150 mg/dl;

e (olesterolo LDL > 100 mg/dl;

e (olesterolo HDL < 40 mg/dl negli uvomini e < 50 mg/dl nelle donne;

e Trigliceridi > 150 mg/dl;

e Glicemia > 100 mg/dl;

e Indice di massa corporea > 25 kg/m?

e Circonferenza addominale > 102 cm negli uomini e > 88 cm nelle donne.
In alcune condizioni cliniche ad andamento cronico ¢ per lo piu asintomatico,
almeno nelle fasi sub-cliniche di malattia, come ad esempio I’ipertensione arteriosa,
I’ipercolesterolemia e il diabete mellito, esistono alcuni indicatori di danno
d’organo che possono aiutare la classificazione e la stratificazione del rischio
cardiovascolare globale del singolo paziente, soprattutto se associati a degli
specifici algoritmi studiati per calcolare una stima del rischio e tra i quali ricordiamo
il Framingham Risk Score e il Systematic COronary Risk Evaluation (SCORE) (80)
(81) (82). Tali marcatori includono I’incremento della massa ventricolare sinistra,
le alterazioni morfologiche a carico del microcircolo e delle arterie di maggiore
calibro valutabili tramite Ecocordoppler, 1’alterata distensibilita delle pareti
arteriose (la cosiddetta stifness arteriosa), le alterazioni della funzionalita renale

valutabili tramite la stima del filtrato glomerulare e la presenza di microalbuminuria
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o proteinuria (80). Sebbene il significato prognostico di tali indicatori sia piuttosto
variabile nel contesto della pratica clinica, le linee guida europee raccomandano di
ricercare questi marcatori di danno d’organo, oltre ai classici fattori di rischio
maggiori e minori, al fine di definire al meglio il profilo di rischio cardiovascolare
dei pazienti, in modo da poter impostare il miglior intervento terapeutico atto a

prevenire 1’evoluzione della malattia e le complicanze (83).

1.7.1.1. Stiffness arteriosa

La stiffness arteriosa ¢ considerata un importante indice prognostico ed un
potenziale target terapeutico nei pazienti con ipertensione. La degenerazione delle
fibre di elastina e la deposizione di collagene sono le cause dell’irrigidimento
correlato all’eta delle pareti arteriose. Inoltre, la pressione sanguigna ricopre un
ruolo significativo nel determinare il rimodellamento della struttura dei vasi per
compensare i cambiamenti dovuti allo stress emodinamico (84). La stiffness
arteriosa, oltre che dalle modificazioni strutturali, ¢ influenzata anche dalla
funzione endoteliale e in particolare dalla produzione di ossido nitrico (NO). Ne
deriva che disfunzioni a livello endoteliale possono determinare una alterata
risposta dei vasi all’onda pressoria portando nel tempo ad un irrigidimento delle
pareti arteriose (85).

La misurazione della pulse wave velocity (PWV) rappresenta il modo piu semplice
per misurare la stiffness di uno specifico segmento arterioso, in quanto non invasiva
e riproducibile. In particolare, la PWV carotido-femorale ¢ considerata il metodo
gold standard per la valutazione della stiffness arteriosa (86). Per misurarla viene
utilizzato uno specifico strumento provvisto di tonometro (e.g. SphygmoCor®
XCEL) che viene applicato a livello dell’arteria carotide esercitando una leggera
pressione in modo da permettere una corretta registrazione dell’onda.
Contemporaneamente viene applicato un bracciale alla coscia del paziente che
registra 1’onda a livello femorale e, interpolando i dati tramite un algoritmo, lo
strumento permette il calcolo della PWV.

L’onda di polso ¢ trasmessa attraverso i vasi arteriosi € la sua velocita ¢

inversamente correlata alle proprieta viscoelastiche delle pareti vascolari; quindi,
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meno elastica ¢ la parete del vaso, maggiore sara la velocita. In particolare, la PWV

¢ data dalla seguente formula:

distanza tra arteria carotide e femorale
AT

PWV =

Dove AT rappresenta il tempo che intercorre tra la comparsa dell’onda prossimale

misurata alla carotide e dell’onda distale misurata all’arteria femorale (87).

e
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Figura 2: misurazione della PWV carotido-femorale (88).

La pressione arteriosa centrale descrive la pressione arteriosa nell’aorta ascendente
ed ¢ correlata emodinamicamente al ciclo cardiaco. In particolare, in sistole
definisce il lavoro svolto dal ventricolo sinistro, mentre in diastole rappresenta la
pressione di perfusione coronarica. La pressione sistolica periferica tende ad essere
piu elevata in media di 15 mmHg rispetto alla pressione centrale. Questo fenomeno
¢ dovuto alla riflessione dell’onda pressoria in periferia, ovvero, quando I’onda
incontra degli ostacoli sul suo percorso, viene riflessa generando un’onda pressoria

centripeta. Generalmente 1’entita dell’onda riflessa corrisponde all’80-90%
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dell’onda centrifuga a partenza dal cuore. Nel sistema circolatorio 1 siti di

riflessione dell’onda sono costituiti dalle biforcazioni dei vasi arteriosi, dalle

arteriole terminali e dalle placche aterosclerotiche che causano un restringimento o

una ostruzione del lume. Tutti questi meccanismi determinano una forma d’onda

pressoria (fig. 3) con delle specifiche caratteristiche che possono modificarsi in caso

eventi patologici come 1I’irrigidimento delle pareti arteriose.

La pulse wave analysis (PWA) ¢ una tecnica che consiste nella registrazione della

pressione arteriosa centrale e della relativa onda di polso e analizza le sue differenti

componenti. Quindi, quantificando le riflessioni dell’onda di polso, ¢ considerata

un surrogato utile per la valutazione della stiffness arteriosa. I parametri misurati

dalla PWA sono i seguenti:

Pressione sistolica centrale (SBP): massimo valore pressorio in sistole;
Pressione diastolica centrale (DBP): valore pressorio alla fine della
diastole;

Pressione di pulsazione (PP): differenza tra pressione sistolica e diastolica
centrali;

Pressione di fine-sistole (ESBP): valore pressorio alla fine della sistole;
Tempo di percorrenza dell’onda riflessa (T;): tempo di latenza dell’onda
riflessa centripeta;

Pressione sanguigna al punto di flessione (Pi): valore pressorio nel punto in
cui I’onda riflessa centripeta si sovrappone all’onda centrifuga;

Augmented pressure (AP): ’aumento di pressione sanguigna dovuta al
ritorno dell’onda riflessa;

Augmentation index (Alx): ’aumento percentuale del valore pressorio
dovuto al ritorno dell’onda riflessa;

Pressione arteriosa media (MAP): media dei singoli valori pressori arteriosi

(87).
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Figura 3: parametri definiti nella PWA.

Una meta-analisi ha dimostrato che la PWV ¢ in grado di predire il rischio
cardiovascolare e di migliorare la classificazione del rischio. Considerata
I’affidabilita e la semplicita d’uso, la PWV puo essere utilizzata come un utile
biomarcatore in grado di stimare il rischio cardiovascolare in pazienti classificati a
rischio intermedio. Tuttavia, prima che il suo utilizzo venga raccomandato, sono
necessari ulteriori trial clinici randomizzati per dimostrare la sua effettiva utilita

clinica (89).

1.7.1.2. Spessore medio-intimale carotideo

La placca aterosclerotica ¢ definita come un ispessimento focale della parete vasale
> 50% dello spessore della parete del vaso oppure come una regione focale con
spessore medio-intimale (intima-media thickness — IMT) > 1,5 mm che protrude
nel lume (90). L’utilizzo della ultrasonografia carotidea per misurare lo IMT ¢ una
metodica sicura, non invasiva, validata e riproducibile che consiste nella
misurazione tramite ecografia dello IMT della carotide comune ad 1 cm dal bulbo

carotideo e si ¢ dimostrato utile per quantificare la patologia vascolare subclinica e
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valutare il rischio cardiovascolare. Questa metodica pud aiutare il clinico a
determinare 1’aggressivita delle strategie terapeutiche preventive riclassificando 1
pazienti a rischio intermedio senza malattia coronarica sintomatica (90) (91).
Sebbene numerosi studi abbiano dimostrato che la misurazione dello IMT sia in
grado di predire I’insorgenza di eventi cardiovascolari e permetta di migliorare la
classificazione del rischio nei pazienti classificati come a rischio intermedio (92—
95), le ultime linee guida dell’ European Society of Cardiology (ESC) non ne
raccomandano un uso sistematico a causa della mancanza di standardizzazione
della metodica. Ad oggi risulta quindi necessario svolgere ulteriori studi per
valutare la costo-efficacia e I’impatto della metodica nella gestione dei fattori di

rischio cardiovascolari in pazienti asintomatici o con aterosclerosi subclinica (83).

1.7.2. RUOLO DELL’IMMUNITA ADATTATIVA
NELL’ATEROSCLEROSI

L’aterosclerosi ¢ il meccanismo fisiopatologico che piu frequentemente risulta
associato alle malattie cardiovascolari. Per aterosclerosi si intende una patologia
cronico-degenerativa delle arterie di grande e medio calibro ad eziologia
multifattoriale che ¢ caratterizzata dalla sclerosi di un precedente ateroma, termine
con il quale si indica I’accumulo di lipidi nella porzione subendoteliale della tonaca
intima delle arterie. Durante il processo di aterosclerosi le prime lesioni che si
formano sono le cosiddette strie lipidiche che consistono nella deposizione
subendoteliale di lipidi, cellule schiumose (foam cells) e linfociti T. Con il passare
del tempo la lesione evolve con la formazione di cellule apoptotiche e cristalli di
colesterolo che vanno a costituire il core necrotico della placca. Questa struttura ¢
coperta da un cappuccio fibroso e presenta ai lati le cosiddette “spalle” infiltrate da
linfociti T attivati, linfociti B, macrofagi e mastociti che producono mediatori pro-
inflammatori ed enzimi. Nel corso del tempo la placca aumenta di volume
occludendo progressivamente il lume del vaso ed eventualmente ulcerandosi,
andando poi a determinare la formazione di trombi con le conseguenti
manifestazioni ischemiche a livello tissutale. L’ipercolesterolemia ¢ uno dei fattori

principali che determina 1’inizio del processo ateromasico, in quanto € proprio
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I’accumulo di lipoproteine a bassa densita (LDL) a livello intimale che determina
I’attivazione delle cellule endoteliali ed il successivo reclutamento delle cellule
immunitarie. Le LDL, che contengono principalmente colesterolo esterificato e
trigliceridi, si accumulano a livello intimale dove vanno incontro a modificazioni
di tipo ossidativo causate da mieloperossidasi e lipossigenasi o da parte di specie
reattive dell’ossigeno che si generano nel contesto dei processi inflammatori. La
perossidazione dei residui degli acidi grassi produce una serie di molecole reattive
che inducono I’attivazione delle cellule endoteliali e macrofagiche che producono
cosi molecole di adesione e chemochine. Le LDL ossidate (oxLDL) che vengono
prodotte durante questa fase comprendono una serie di molecole che vanno a
costituire un insieme di nuovi epitopi detti oxidation-specific epitopes (OSEs) verso
1 quali si attiva la risposta immunitaria, mediata in particolare dai linfociti T ¢ B
(96).

L’immunita adattativa si ¢ dimostrata avere un ruolo decisivo nella progressione
dell’aterosclerosi.

B cell receptor (BCR) oppure tramite il recettore per LDL (LDLR). La rimozione
delle LDL tramite LDLR puo avere un ruolo rilevante non solo nel metabolismo
dei linfociti B, ma anche nella presentazione di antigeni derivati dalle LDL
modificate che potrebbe partecipare al processo infiammatorio osservato
nell’aterosclerosi. Inoltre, un difetto di espressione o internalizzazione di LDLR
determina un aumento delle LDL plasmatiche, predisponendole all’ossidazione e
contribuendo in questo modo alla fisiopatologia dell’aterosclerosi. Altri recettori
coinvolti nel riconoscimento dei lipidi da parte dei linfociti B sono il recettore per
la porzione Fc delle immunoglobuline (FcR) che riconosce le Ig dirette contro i
neoepitopi generati dalla perossidazione lipidica e 1 recettori scavenger (SR) che
appartengono alla famiglia dei pattern recognition receptors (PRR) e riconoscono
una varieta di molecole, tra cui le oxLDL (97).

Per indagare ulteriormente il processo di aterosclerosi dal punto di vista molecolare
e cellulare, sono stati svolti diversi studi che hanno messo in evidenza il ruolo dei
linfociti nel processo di aterogenesi. In modelli murini di aterosclerosi deficitari per
il gene dell’apolipoproteina E (ApoE -/-) o per quello del recettore per le LDL
(LDLR -/-) incrociati con topi con immunodeficienza combinata T e B, ¢ stata

dimostrata una riduzione significativa delle dimensioni delle lesioni
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aterosclerotiche, mentre il trasferimento di linfociti T CD4+ ha aggravato
I’aterosclerosi (98) (99). Altri studi hanno indagato piu specificatamente il ruolo
dei linfociti B, evidenziando come in topi ApoE -/- splenectomizzati I’ aterosclerosi
sia aggravata, mentre la reinfusione di linfociti B da donatore ApoE +/+ ripristina
I’azione ateroprotettiva delle cellule B (100). Tuttavia, sempre su modello murino,
¢ stato anche dimostrato, al contrario, che la deplezione di linfociti B tramite
somministrazione di anticorpi monoclonali anti-CD20 determina una riduzione

significativa del processo di aterosclerosi (101).

1.7.2.1. Sottopopolazioni di linfociti B

Questo ruolo apparentemente contrastante dei linfociti B nel processo di
aterosclerosi puo essere in parte spiegato dall’esistenza di diverse sottopopolazioni
di cellule B che hanno effetti immunopatologici differenti sullo sviluppo e sulla
progressione delle lesioni ateroscelrotiche. I linfociti B vengono suddivisi nei
seguenti sottotipi:

e Linfociti BI — Si sviluppano principalmente durante la vita fetale e si
trovano primariamente in periferia nelle membrane sierose, come il cavo
peritoneale. Questi linfociti producono una risposta T-indipendente e
producono principalmente IgM naturali che hanno dimostrato di possedere
un ruolo ateroprotettivo.

e Linfociti B2 — Comprendono 1 linfociti B marginal zone (MZ) e 1 linfociti B
follicolari (FO). I primi risiedono a livello splenico dove rispondono ad
antigeni presenti nel sangue che irrora la polpa rossa della milza, mentre i
secondi vanno incontro allo swifching isotipico e alla maturazione
dell’affinita a livello splenico e dei linfonodi in risposta alla presentazione
antigenica T-dipendente in modo da differenziarsi poi in plasmacellule o
cellule B di memoria. I linfociti B2 sono in grado di ridurre la
differenziazione dei linfociti T in senso Th17 e di aumentare quella in senso
Thl promuovendo la produzione di INF- y e quindi contribuendo a
mantenere 1’inflammazione e la reazione immunitaria. Tramite la

produzione di anticorpi, inoltre hanno un ruolo nella patogenesi delle lesioni

43



aterosclerotiche, quindi complessivamente vengono considerati come pro-
aterogeni.

e Linfociti B10 — Sono linfociti regolatori che producono IL-10, la quale ha
dimostrato di avere un ruolo protettivo nell’aterosclerosi inibendo la
produzione di mediatori pro-inflammatori e 1’apoptosi ¢ modulando il
metabolismo lipidico. In particolare, ¢ stato dimostrato che i linfociti B di
modelli murini ApoE -/- proteggono dallo sviluppo di lesioni
aterosclerotiche e la protezione ¢ dipendente da IL-10 poiché il blocco della
produzione di questa citochina inibisce 1’azione protettiva nei confronti

dell’aterosclerosi (102) (103) (104).

1.7.2.2. Meccanismi effettori

In corso di dislipidemia ed aterosclerosi le immunoglobuline, secrete dalle
plasmacellule differenziatesi a partire da linfociti B naive attivati dall’interazione
di complessi stimoli, entrano nella placca aterosclerotica attraverso 1’endotelio
attivato dove svolgono differenti funzioni. Durante le fasi piu avanzate del processo
di aterogenesi, a livello della tonaca avventizia si formano organi linfoidi terziari
all’interno dei quali si differenziano plasmacellule che producono
immunoglobuline in situ. Di seguito verranno analizzate le principali classi di
immunoglobuline che possiedono un ruolo rilevante nel processo di aterosclerosi.
e JgM — Le IgM attivano il complemento e legano FcuR. Gli anticorpi IgM
naturali, prodotti principalmente dai linfociti Bl riconoscono
preferenzialmente un’ampia varieta di OSEs e detriti cellulari e poiché
questi risultano avere un ruolo centrale nella promozione e nel
mantenimento del processo aterosclerotico, la loro neutralizzazione da parte
delle IgM risulta essere un importante meccanismo ateroprotettivo (105).
Nell’'uomo ¢ stato dimostrato che gli anticorpi IgM specifici contro due
epitopi prodotti dall’ossidazione dei lipidi, la fosforilcolina (PC) e la
malondialdeide (MDA), si associano negativamente al rischio di malattia
cardiovascolare, quindi livelli elevati di [gM anti-PC e anti-MDA assumono
un ruolo protettivo (106). Un ulteriore studio a favore dell’effetto protettivo

delle IgM ha dimostrato che i livelli di IgM contro le oxLDL correlano
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negativamente con lo spessore della placca aterosclerotica, misurata tramite
I’indice di spessore medio-intimale dell’arteria carotide interna (107). I
meccanismi attraverso i quali le IgM anti-OSEs esplicano il loro ruolo
protettivo non sono stati ancora del tutto chiariti, tuttavia sono state proposte
alcune ipotesi tra cui il blocco dell’internalizzazione mediato dai recettori
scavenger da parte dei macrofagi che previene la formazione di cellule
schiumose, oppure la neutralizzazione da parte delle IgM che previene
I’attivazione dell’endotelio ed il conseguente reclutamento dei monociti e
infine la formazione di immunocomplessi tra IgM e oxLDL che ne previene
I’azione lesiva e promuove la clearance (108). Un ulteriore effetto
protettivo potrebbe essere dovuto al fatto che le IgM legano i detriti cellulari
e residui apoptotici presenti non solo nella placca aterosclerotica, ma anche
in circolo, dove risultano elevati in pazienti affetti da sindrome coronarica
acuta e dove contribuiscono al danno endoteliale e alla formazione di
trombi. Questo meccanismo potrebbe essere dunque responsabile della
protezione nei confronti delle complicanze cardiovascolari (109).

IgG — Le IgG legano FcuR presente su varie cellule dell’immunita innata,
dirigendole a fagocitare gli antigeni, promuovono la citotossicita anticorpo-
dipendente e D’attivazione del complemento, facilitano la presentazione
antigenica e inducono la produzione di citochine. Il ruolo delle IgG nello
sviluppo e progressione dell’aterosclerosi non ¢ stato ancora univocamente
chiarito. Aumentati livelli di IgG anti-oxLDL o anti-MAD sono stati
associati all’aterosclerosi e uno studio ha dimostrato un valore predittivo dei
livelli di IgG anti-oxXLDL nei confronti dell’incidenza di eventi
cardiovascolari (110). Un altro studio ha riscontrato che 1 livelli sierici di
LDL sono diminuiti quando il titolo di IgG anti-oxLDL ¢ elevato,
suggerendo anche un probabile ruolo delle IgG al di fuori della placca
aterosclerotica. Inoltre, gli immunocoplessi costituiti da IgG e oxLDL si
sono dimostrati essere piu pro-infiammatori rispetto alle IgG o ox-LDL da
sole (111). Si deve considerare che nel processo aterosclerotico si genera
un’ampia gamma di antigeni oltre alle oxLDL e per questo motivo si
possono osservare sia fenomeni protettivi che pro-aterogeni. E stato
ipotizzato che si possano generare delle alterazioni della tolleranza

immunologica che promuovono I’aterosclerosi andando ad aumentare le
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reazioni del centro germinativo che portano ad una aumentato rapporto
IgG:IgM (112). Inoltre, i diversi effetti sul processo aterosclerotico che
producono 1 differenti isotipi di Ig anti-oxLDL possono essere in parte
spiegati dalle differenti funzioni che svolgono gli specifici recettori Fc a cui
si legano le Ig. Infatti, FcuRI presente sui macrofagi induce una risposta
inflammatoria, mentre FcuRIIb stimola una risposta atero-protettiva (113)
(114).

e JgF — Le IgE mediano reazioni di ipersensibilita di tipo I, delle reazioni
allergiche che si manifestano in caso di ripetuta esposizione ad antigeni
tipicamente di origine ambientale. Legano due tipi di recettore, FceRI e
FceRII, presenti su mastociti, basofili ed eosinofili. Diversi studi
epidemiologici riportano un forte ruolo pro-aterogenico delle IgE mediante
I’attivazione di mastociti e macrofagi. I mastociti inducono fenomeni
aterosclerotici tramite la produzione di citochine pro-inflammatorie come
I1-6 e IFN-y, il reclutamento di neutrofili e la secrezione di istamina (115)

(116).

1.7.3. RUOLO DELL’IMMUNITA ADATTATIVA
NELL’IPERTENSIONE

L’ipertensione arteriosa rientra tra i principali fattori di rischio per mortalita e
morbilita cardiovascolare a livello globale. E una condizione ad eziologia
multifattoriale molto frequente nella popolazione generale con una prevalenza
stimata del 30% e spesso coesiste con altri fattori di rischio cardiovascolare come
la dislipidemia, 1’obesita, 1’insulino resistenza e il diabete (117). La pressione
arteriosa viene finemente regolata da cuore, reni, vasi sanguigni e sistema nervoso
simpatico ¢ alterazioni che interessano questi distretti, insieme ad una sottostante
condizione infiammatoria, contribuiscono all’insorgenza dell’ipertensione (118).

L’innalzamento pressorio ¢ il risultato di un insieme di fattori. La partecipazione
del sistema immunitario ¢ la conseguenza di una complessa interazione tra cellule
immunitarie attivate, stress ossidativo e 1’attivita dell’angiotensina II che determina
uno stato infiammatorio in reni, arterie e sistema nervoso centrale (119).

L’ipertensione si associa ad un aumento delle resistenze vascolari a causa della
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produzione di una serie di mediatori come endoteline, prostaglandine e
angiotensina II, e ad una aumentata produzione di ROS. Queste modificazioni
esitano in un rimodellamento dei vasi sanguigni che consiste in un ispessimento
della tonaca media della parete arteriosa. Anche il sistema nervoso gioca un ruolo
importante nell’eziopatogenesi dell’ipertensione, in quanto 1’aumento del tono
simpatico contribuisce alla vasocostrizione, al rimodellamento vascolare e alla
proliferazione di cellule muscolari lisce nell’ambito della parete dei vasi. Inoltre,
’attivazione dei recettori adrenergici aumenta la secrezione di renina e promuove
la ritenzione di sodio a livello renale (119) (120)

(121). L’aumento della pressione ¢ correlato alla produzione di segnali di stress
cellulare che agiscono come danger-associated molecular patterns (DAMPs) e
vengono riconosciuti dai Toll-like receptors (TLR) attivando la risposta
infiammatoria. La modificazione di molecole endogene comporta la generazione di
neoantigeni che vengono riconosciuti come non-self dalle cellule dell’immunita
innata e vengono presentate negli organi linfoidi ai linfociti T. Anche i linfociti B
rivestono un ruolo importante nella genesi dell’ipertensione sebbene siano stati
svolti relativamente pochi studi a tal riguardo (119). In modelli murini di
immunodeficienza combinata T e B (knock-out per recombination-activating gene
I, RAG1 -/-) la risposta a stimoli ipertensivi come 1’angiotensina II o
deossicorticosterone acetato (DOCA) ¢ minore rispetto ai controlli e risultano
assenti le caratteristiche tipiche dei modelli di ipertensione, come I’infiltrato T-
cellulare perivascolare, lo stress ossidativo, 1’espressione di citochine e molecole di
adesione e la compromissione della vasodilatazione. Il trasferimento di linfociti B
non ripristina lo stato ipertensivo, come invece avviene con il trasferimento di
cellule T (122). Tuttavia, un recente studio su modelli murini ha dimostrato che
I’infusione di angiotensina II aumenta I’attivazione di linfociti B e plasmacellule
nei tessuti linfoidi e induce un aumento dei livelli plasmatici di IgG, oltre ad un
incremento nell’accumulo di immunoglobuline nella parete aortica. La deplezione
di linfociti B invece, sia in topi difettivi per B-cell-activating factor (BAFFR -/-),
sia farmacologicamente indotta tramite anticorpi anti-CD20, ha dimostrato un
effetto protettivo nei confronti degli effetti pressori dell’angiotensina II, riducendo
I’infiltrazione linfocitaria e macrofagica, i livelli plasmatici di IgG e la stiffness
arteriosa valutata tramite misurazione della pulse wave velocity (123).

Nell’eziopatogenesi dell’ipertensione potrebbero avere un ruolo anche alcuni
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anticorpi che si formano contro alcuni neoantigeni come heat shock protein 70
(HSP70). Questi antigeni si formano a causa del danno e dell’infiammazione
presente nel quadro ipertensivo e titoli di anticorpi anti-HSP70 si ritrovano elevati
negli individui ipertesi (124). Un altro possibile meccanismo implicato
nell’insorgenza dell’ipertensione riguarda la presenza di autoanticorpi che agiscono
da agonisti nei confronti di recettori coinvolti nell’omeostasi pressoria come ATR1,
il recettore per angiotensina Il che promuove la produzione di aldosterone, il quale
legando il recettore mineralcorticoide (MR) agisce a livello renale promuovendo la
ritenzione di sodio e acqua (125). Un interessante aspetto da sottolineare ¢ che le
cellule del sistema immunitario esprimono i vari componenti del sistema renina-
angiotensina-aldosterone (RAAS) e pertanto possono costituire un substrato per
I’attivazione dei meccanismi implicati nella genesi e nel mantenimento
dell’ipertensione. In particolare, i linfociti T esprimono tutti i componenti del
sistema RAA (renina, angiotensinogeno, angiotensin converting enzyme — ACE,
ATRI1, ATR2, MR e recettore per glucocorticoidi — GR), mentre 1 linfociti B
esprimono ATR1, MR e GR (126). I linfociti T proliferano maggiormente se
stimolati dall’angiotensina II che promuove inoltre 1’espressione degli altri
componenti del RAAS e induce la secrezione di TNF. Di contro, gli effetti mediati
dai recettori ATR1 e MR espressi dai linfociti B risultano non del tutto chiariti

(127).

1.7.4. MALATTIE CARDIOVASCOLARI NEI
PAZIENTI CON IDCV

L’infiammazione cronica gioca un ruolo importante nella patogenesi delle malattie
cardiovascolari. Livelli sierici elevati di TNF-a, IL-6 e altre citochine pro-
infiammatorie sono coinvolti nell’infiammazione sistemica e sono stati riscontrati
in individui con aterosclerosi (128). Nei pazienti affetti da IDCV, nonostante la
presenza di uno stato infiammatorio generale favorito da infezioni ricorrenti,
bronchiectasie, autoimmunita ed enteropatia, e il riscontro di livelli elevati di
citochine inflammatorie, non ¢ stata documentata la presenza di aterosclerosi
accelerata. Le principali cause di morte dei pazienti con IDCV sono infatti le

neoplasie e I’insufficienza respiratoria (65).
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Sono state formulate due ipotesi che possono spiegare questa condizione. La prima
considera che ci sia effettivamente uno stato inflammatorio cronico che accelera i
processi di aterosclerosi in questi pazienti, tuttavia, la malattia cardiovascolare
potrebbe essere sottostimata rispetto alle altre complicanze infettive e non infettive
tipiche di questa patologia. Inoltre, la minore aspettativa di vita rispetto alla
popolazione generale potrebbe non permettere al quadro cardiovascolare di
manifestarsi clinicamente con un evento acuto.

La seconda ipotesi, invece, sostiene che 1’inflammazione cronica nei pazienti con
IDCV non induca un’aterosclerosi accelerata e una disfunzione endoteliale a causa
del quadro di immunodeficienza e disregolazione immunitaria. E noto, infatti, come
in questi pazienti sia presente un difetto funzionale e quantitativo dei linfociti B,
ma anche un’alterazione dell’interazione tra linfociti T helper e linfociti B che esita
in una alterata risposta citochinica (129). Un importante ruolo potrebbe essere
svolto dalla terapia con immunoglobuline, di cui sono noti gli effetti
immunomodulanti utilizzati per il trattamento di malattie autoimmuni e
inflammatorie come la trombocitopenia immune, I’anemia emolitica autoimmune,
la sindrome di Kawasaki e malattie neurologiche immuno-mediate. L’effetto
immunomodulante ¢ legato al fatto che alte dosi di Ig endovena aumentano
I’espressione di FcuRIIB sopprimendo I’infiammazione dipendente da IgG,
inibiscono la secrezione di citochine infiammatorie, modulano [Dattivita di
macrofagi e cellule dendritiche e stimolano I’azione dei linfociti T regolatori.
Questi effetti potrebbero anche essere determinati, in parte, dai dosaggi piu bassi di
immunoglobuline utilizzati nella terapia sostitutiva che proteggono 1’endotelio e la
parete dei vasi dall’esposizione a citochine infiammatorie e dal danno mediato
dall’inflammazione e dalle cellule immunitarie (70). In ultima analisi, i pazienti
affetti da IDCV potrebbero essere meno esposti a fattori di rischio ambientali quali

I’abitudine tabagica e il consumo di alcolici (129).
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2. OBIETTIVI DELLO STUDIO

L’obiettivo di questo studio osservazionale, di coorte, retrospettivo-prospettico ¢

inquadrare il profilo di rischio cardiovascolare in una coorte di pazienti affetti da

immunodeficienza comune variabile, con lo scopo di ottenere un’analisi clinica ed

epidemiologica, e indagare il ruolo dei linfociti B nella fisiopatologia delle malattie

cardiovascolari. Piu nel dettaglio, gli obiettivi dello studio sono:

Caratterizzare la popolazione in esame dal punto di vista clinico e
laboratoristico per quanto riguarda 1 fattori di rischio e le comorbidita
cardiovascolari in corso di immunodeficienza comune variabile;

Valutare la presenza di una eventuale associazione tra il profilo di rischio
cardiovascolare e specifici fenotipi clinici di malattia; in particolare,
verificare se sono presenti differenze significative tra il fenotipo clinico non
complicato (infection only) e complicato;

Valutare la presenza di una eventuale associazione tra fenotipi clinici di
malattia  (infection-only e complicato), la distribuzione delle
sottopopolazioni linfocitarie B ed il profilo di espressione di specifici

recettori da parte dei linfociti B.
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3. MATERIALI E METODI

3.1.POPOLAZIONE DELLO STUDIO IN ESAME

\

E stato eseguito uno studio osservazionale, di coorte, retrospettivo-prospettico, su

pazienti affetti da immunodeficienza primitiva anticorpale seguiti presso il Centro

Regionale per le Malattie Rare Immunologiche e dell’Apparato Respiratorio

dell’Ospedale Ca’ Foncello di Treviso facente parte del Dipartimento di Medicina

- DIMED dell’Universita degli Studi di Padova nel periodo compreso tra gennaio
2021 e gennaio 2022.

Criteri di inclusione:

Diagnosi di immunodeficienza primitiva anticorpale secondo 1 criteri ESID
del 2019 (11);

Disponibilita alla firma del consenso informato per 1’arruolamento allo
studio dal titolo “Protocollo di studio osservazionale ambispettico
(retrospettivo + prospettico) sui pazienti affetti da Immunodeficienza
Primitiva e Secondaria arruolati nel Centro Malattie Rare e Immunologiche
dell’Ospedale Ca’ Foncello di Treviso. Banca dati ospedaliera”, approvato
dal Comitato Etico;

Disponibilita della documentazione riguardo alle valutazioni cliniche,
laboratoristiche e strumentali per la diagnosi ed il follow-up dei pazienti;
Disponibilita di parametri bioumorali inerenti al profilo lipidico e glicemico
risalenti all’ultimo anno al momento della consultazione della cartella

clinica.

Criteri di esclusione:

Tutto cio che non rientra nei criteri di inclusione.
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3.2.DISEGNO DELLO STUDIO

IMMUNODEFICIENZE
PRIMITIVE ANTICORPALI

Dati anamnestici,
parametri bioumorali e

fattori di rischio CV
Y Y
DEFICIT SELETTIVI ¢ IDCV
DI SOTTOCLASSI IG
Y v l

Caratterizzazione e Pulse Wave Valutazione
clinica e Analysis espressione
immunologica e Pulse Wave LDLr e MR

Velocity

e IMT carotideo

Lo studio ¢ stato condotto su una coorte di pazienti affetti da immunodeficienza
primitiva anticorpale (PID) dei quali, nel periodo in cui ¢ stato condotto lo studio,
sono stati raccolti i dati anamnestici, bioumorali ed inerenti ai fattori di rischio
cardiovascolare. Dal macro-gruppo delle PID sono state distinte due
sottopopolazioni: una composta da pazienti con deficit selettivi di Ig e deficit di
sottoclassi IgG, che non sono state oggetto di ulteriori approfondimenti, € una
costituita da pazienti con immunodeficienza comune variabile (IDCV). I pazienti
con IDCV sono stati caratterizzati sulla base dei dati anamnestici, bioumorali e
inerenti ai fattori di rischio cardiovascolare raccolti durante il periodo di studio. Per
quanto riguarda la parte prospettica dello studio, che ha come scopo la valutazione
del rischio di sviluppare eventi cardiovascolari, oltre ai dati ottenuti dalla
valutazione dei fattori di rischio, sono state eseguite ulteriori analisi in vivo. Ad una
parte dei pazienti sono stati misurati dei parametri cardiovascolari (Pulse Wave

Analysis, Pulse Wave Velocity, IMT carotideo) e ad un’altra porzione di pazienti
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sono stati quantificati i livelli di espressione da parte dei linfociti B del recettore
per LDL (LDLr) e del recettore per mineralcorticoidi (MR).

Lo studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico per la Sperimentazione Clinica delle
Province di Treviso e Belluno (CESC) con numero di protocollo 197289 del
09/12/2020.

3.3.RACCOLTA DEI DATI

Lo studio ¢ stato condotto tramite la revisione delle cartelle cliniche dei pazienti
presenti nel registro del Centro di riferimento. L’anamnesi, 1’obiettivita e gli esiti
degli esami sono stati raccolti durante le visite immunologiche di controllo.

Per ciascun paziente sono stati raccolti, quando disponibili, 1 seguenti dati:

e Dati anagrafici di eta e sesso;

e Anamnesi patologica remota con particolare riferimento ad eta d’esordio dei
sintomi d’immunodeficienza, eta della diagnosi ed eventuale ritardo
diagnostico;

e Dati antropometrici: altezza, peso, indice di massa corporea o body mass
index (kg/m?) e circonferenza addominale;

e Dati anamnestici riguardanti il profilo di rischio cardiovascolare: abitudine
tabagica attiva o pregressa, storia di sindrome coronarica acuta, ictus o TIA,
arteriopatia periferica, presenza di placche aterosclerotiche a livello
carotideo, storia di ipertrofia ventricolare sinistra o scompenso cardiaco,
iperuricemia, insufficienza renale cronica, sindrome metabolica, diabete
mellito;

e Dati anamnestici riguardanti le complicanze di malattia: bronchiectasie,
autoimmunita, disturbi linfoproliferativi, neoplasie;

e Dati di funzionalita renale all’ultimo controllo disponibile: creatininemia
(mg/dl) con stima del filtrato glomerulare eGFR (ml/min/1,73m?) secondo
formula CDK-EPI, microalbuminuria (mg/1);

e Dati inerenti al profilo metabolico all’ultimo controllo disponibile:

colesterolo totale, colesterolo HDL, colesterolo LDL, trigliceridi (mg/l),
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glicemia (mg/dl) ed emoglobina glicata (mmol/mol), proteina C reattiva
(mg/l);

Dosaggio dei livelli sierici delle immunoglubuline IgG, IgA, IgM e
sottoclassi IgG alla diagnosi e all’ultimo controllo;

Posologia della terapia sostitutiva con immunoglobuline alla diagnosi e
attuale;

Terapia farmacologica antipertensiva, ipolipemizzante e/o antidiabetica in
atto;

Terapia sostitutiva con immunoglobuline;

Analisi immunofenotipica dei linfociti T e B e delle sottopopolazioni
linfocitarie: percentuale di linfociti totali, linfociti T CD3+, CD4+, CD8+ e
ratio CD4/CDS8, CD3+CDS57+, linfociti B CD19+ e sottopopolazioni naive
(CD27-IgM+1gD+), marginal zone (CD27+IgM+1gD+), switched memory
(CD27+IgM-IgD-), transitional ~ (CD38++IgM++),  plasmaplasti
(CD38+++IgM-), activated (CD21/owCD38low). L’analisi
immunofenotipica di tutti i pazienti era stata eseguita presso il laboratorio
di Immunologia dell’Azienda Ospedaliera di Padova e ha consentito di
suddividere 1 pazienti in sottogruppi secondo la classificazione EUROclass
(20). Tale analisi viene ripetuta ogni 18-24 mesi in tutti i pazienti affetti da

IDCV seguiti presso il Centro.

I1 fenotipo clinico di malattia € stato descritto utilizzando i criteri proposti da Chapel

et. al (10) (64):

L.

II.
I1I.

IV.

Nessuna complicanza correlata alla malattia o manifestazioni limitate ad
infezioni ricorrenti (infection only);

Autoimmunita (manifestazioni organo-specifiche e citopenie autoimmuni);
Infiltrazione linfocitica policlonale (granulomi non altrimenti spiegati,
epatomegalia, linfadenopatia persistente e polmonite interstiziale
linfocitica);

Enteropatia non altrimenti spiegata (comprovata da biopsia e insensibile al

glutine).

La presenza di sindrome metabolica, ovvero una specifica condizione clinica in cui

coesistono determinati fattori di rischio, ¢ stata definita dalla presenza di almeno 3

dei seguenti criteri:
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e Circonferenza addominale > 102 cm negli uomini e > 88 cm nelle donne;

e Trigliceridi > 150 mg/dl;

e Colesterolo HDL < 40 mg/dl negli uomini e < 50 mg/dl nelle donne o nei
pazienti in terapia con statine;

e Pressione arteriosa sistolica > 130 mmHg o diastolica > 85 mmHg o pazienti
in terapia con antipertensivi;

e (licemia a digiuno > 100 mg/dl o pazienti in terapia per diabete (130).

Nel corso dell’anno di durata dello studio, per tutti i pazienti la misurazione della
pressione arteriosa ¢ stata eseguita con sfigmomanometro manuale durante le visite
di controllo ambulatoriali effettuando tre distinte misurazioni a distanza di un
minuto ’una dall’altra. I pazienti sono stati definiti ipertesi quando venivano
soddisfatte una o entrambe le seguenti condizioni:
e Pregressa diagnosi di ipertensione arteriosa o terapia antipertensiva in atto;
e Valori di pressione arteriosa sistolica > 140 mmHg e/o diastolica > 90
mmHg (83).
Nella stessa occasione ¢ stata misurata la circonferenza della vita utilizzando un
metro a nastro, posizionato orizzontalmente intorno alla vita del paziente in stazione

eretta, a meta tra le creste iliache e il margine inferiore dell’arcata costale.

Successivamente, in un sottogruppo di pazienti, ¢ stata eseguita ambulatorialmente
la misurazione della pulse wave analysis (PWA) e della pulse wave velocity (PWV)
tramite SphygmoCor® XCEL, su paziente steso sul lettino in posizione supina. La
misurazione ¢ stata ripetuta tre volte. La PWA ¢ stata effettuata tramite un bracciale
posizionato al braccio del paziente ed ha registrato i seguenti parametri:

e Pressione sistolica centrale (SP);

e Pressione diastolica centrale (DP);

e Pressione di pulsazione, o pulse pressure (PP);

e Pressione arteriosa media (MAP);

e Frequenza cardiaca (HR);

o Augmented pressure (AP);

e Augmentation index (AIX);
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e Augmentation index 75 (AIx75): Alx normalizzato per una frequenza
cardiaca di 75 bpm; permette di comparare il valore tra pazienti con
frequenze cardiace diverse.

La PWYV ¢ stata registrata misurando la distanza tra il poso carotideo e I’incisura
giugulare e tra I’incisura giugulare e il polso femorale. I dati sono stati inseriti nel
software dedicato e la misurazione ¢ stata effettuata tramite un bracciale applicato
alla coscia del paziente e il tonometro appoggiato con una leggera pressione
sull’arteria carotide. Questa misurazione ¢ stata ripetuta due volte.

Contestualmente ¢ stato eseguito un Ecocolordoppler dei tronchi sovraortici per
valutare la presenza di placche aterosclerotiche e per misurare lo spessore medio-

intimale carotideo (IMT) a livello dell’arteria carotide comune ad 1 cm dal bulbo.

Per la valutazione dell’espressione del recettore mineralcorticoide (MR) e del
recettore per LDL (LDLR) da parte dei linfociti B dei pazienti, sono stati raccolti
15mL di sangue dal prelievo di sangue periferico routinariamente eseguito per lo
studio delle sottopopolazioni linfocitarie, diluiti 1:2 con Phosphate Buffered Saline
(PBS) e centrifugati a 12000g per 10 minuti all’interno di tubi SepMate
(Stemcell™) con 15mL di Lymphoprep (Stemcell™). A seguito della separazione
per gradiente le cellule mononucleate del sangue (PBMC) sono raccolte e lavate tre
volte in PBS. L’isolamento dei linfociti B ¢ effettuato utilizzando il kit Dynabeads
Untouched Human B Cells (Invitrogen™). Le PBMC ottenute sono incubate 20
minuti a +4°C con un cocktail di anticorpi che lega linfociti T, cellule NK e
monociti. La sospensione cellulare ¢ successivamente incubata 15 minuti con
dynabeads per effettuare una selezione negativa permettendo di ottenere nella
sospensione solo linfociti B. La purezza della sospensione ¢ verificata con analisi
citofluorimetrica utilizzando un anticorpo anti-CD19. Dai linfociti B ottenuti ¢
estratto I’'mRNA utilizzando il kit RNeasy® Plus Micro Kit (Quiagen™),
retrotrascritto il cDNA utilizzando il kit iScript™ Reverse Trascription Supermix
(BioRad™) e studiata I’espressione genica del recettore per LDL (LDLr) e recettore
dei mineralcorticoidi (MR). L’espressione genica ¢ studiata con metodica digital-
droplet PCR (ddPCR) che, a differenza della metodica real-time (qQRT-PCR),
consente una quantificazione assoluta e mostra una maggior sensibilita con basse

quantita di campione. I dati sono espressi come copie di gene target/ul di cDNA.

56



Vista I’elevata sensibilita della metodica, per ridurre la variabilita legata alla

procedura i dati sono stati normalizzati sull’espressione del gene housekeeping

GAPDH.

3.4.ANALISI STATISTICA

I dati sono stati raccolti in un foglio di calcolo tramite supporto di Microsoft Excel.
Sono stati poi analizzati per mezzo del programma d’analisi statistica “IBM SPSS
Statistics” (vers. 27,IBM).

La distribuzione Normale dei dati raccolti ¢ stata esaminata mediante i test
Kolmogorov—

Smirnov e Shapiro-Wilk. Alla luce dei risultati ottenuti i dati sono espressi in media
+- deviazione standard per le variabili a distribuzione gaussiana, e mediana e range
interquartile (IQR) per le variabili a distribuzione non gaussiana.

Il confronto tra variabili categoriche ¢ stato effettuato mediante test del Chi
Quadrato o test esatto di Fisher, ove appropriato.

Per il confronto tra variabili quantitative per campioni indipendenti ¢ stato utilizzato
il test di Mann-Whitney (o test di Wilcoxon della somma dei ranghi).

Le correlazioni sono espresse con 1’indice di correlazione di Pearson.

La significativita statistica per tutti i test € stata assunta per p < 0,05.
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4. RISULTATI

4.1.CARATTERISTICHE DELLA POPOLAZIONE
OGGETTO DI STUDIO

Per questo studio sono stati arruolati 163 pazienti, di cui 74 maschi e 89 femmine,
di eta media compresa tra 17 e 82 anni (media 50,9 anni =+ 14,4).

Dei pazienti arruolati, 123 presentano diagnosi di IDCV (75,5 %), 23 deficit di
sottoclassi IgG (14,1%), 4 deficit combinati (2,4 %) e 13 deficit anticorpale non
classificato (UAD) (8%) (fig. 4).

m 75,5% IDCV
m 14,1% Deficit sottoclassi
= 8% UAD

2,4% Deficit combinati

Figura 4: Caratteristiche della popolazione oggetto di studio. 11 75,5 % dei pazienti (N
pazienti = 123) presenta diagnosi di IDCV, il 14,1% (N pazienti = 23) di deficit di
sottoclassi IgG, '8 % (N pazienti = 13) di UAD e il 2,4 % (N pazienti = 4) di deficit
combinato.

Le principali caratteristiche cliniche e biochimiche della popolazione oggetto di

studio sono riportate nella seguente tabella (tab. V).

Variabili Valori

Eta (anni) 50,9 (+14.,4)
Sesso, M (%) 45,3

BMI (kg/m2) 25,2 (£5,0)
Circonferenza vita (cm) 93,5 (£ 13,9)
Pressione arteriosa sistolica (mmHg) 127 (£13)
Pressione arteriosa diastolica (mmHg) 77 (£8)
Creatinina (mg/dL) 0,83 (0,22)
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e¢GFR (mL/min/1,73m?) 93,6 (£20,8)
Microalbuminuria (mg/L) 6,0 (£7,1)
Na* (mEq/L) 139,0 (£3,41)
K" (mEq/L) 4,0 (£0,3)
Acido Urico (mg/dL) 4,7 (+2,7)
Colesterolo tot (mg/dL) 195 (#42)
LDL (mg/dL) 122 (£38)
HDL (mg/dL) 53 (£14)
Trigliceridi (mg/dL) 118 (£ 70)
Glicemia (mg/dL) 99 (+26)
HbA1c (mmol/mol) 39 (x9)
PCR (mg/L) 4,6 (£9,1)
Fumatori (%) 15,7
Dislipidemia (%) 18,9
Sindrome metabolica (%) 18,9
Eventi cardiovascolari pregressi (%) 8,1

CKD (%) 1,9
Diabete (%) 10,7
Ipertensione (%) 314
Neoplasia (%) 17
Autoimmunita (%) 25,8
IGRT (%) 73,6
Terapia immunosoppressiva (%) 6,9
Terapia glucocorticoidi (%) 20,4
Terapia ipolipemizzante (%) 15,7
Terapia ipertensione (%) 33,6
Terapia diabete (%) 10,1

di ipertensione arteriosa.
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Tabella V: Caratteristiche cliniche e laboratoristiche dei pazienti con
immunodeficienza primitiva anticorpale. Sono riportati i valori di media e deviazione
standard delle variabili continue e la frequenza percentuale delle variabili categoriali.
IGRT: terapia sostitutiva con immunglobuline.

Per quanto riguarda i fattori di rischio cardiovascolare, il 15,7 % dei pazienti

riferiscono abitudine tabagica attuale e il 31,4 % dei pazienti presentano diagnosi

In base ai dati laboratoristici inerenti al profilo metabolico, il 18,9% dei pazienti

presenta dislipidemia. Il 15,7% assume una terapia ipolipemizzante. Il 10,7% dei




pazienti presenta diagnosi di diabete mellito di tipo II. Facendo riferimento alle
caratteristiche cliniche e biochimiche, il 18,9 % dei pazienti soddisfano almeno 3
dei criteri per la diagnosi di sindrome metabolica (circonferenza addominale > 102
cm negli uomini e > 88 cm nelle donne, trigliceridi > 150 mg/dl, colesterolo HDL
< 40 mg/dl negli uvomini e < 50 mg/dl nelle donne o nei pazienti in terapia con
statine, pressione arteriosa sistolica> 130 mmHg o diastolica > 85 mmHg o pazienti
in terapia con antipertensivi, Glicemia a digiuno > 100 mg/dl o pazienti in terapia
per diabete).

In base ai dati di funzionalita renale raccolti (creatinina e valore di filtrato
glomerulare stimato — eGFR) I’1,9 % dei pazienti presenta malattia renale cronica.
Nella popolazione oggetto di studio 1’8,1% presenta una storia di eventi
cardiovascolari pregressi tra cui infarto miocardico acuto, ictus, trombosi venosa
profonda o embolia polmonare e arteriopatia periferica.

Per quanto riguarda le manifestazioni cliniche correlate alla immunodeficienza, il
25,8 % dei pazienti presenta storia di autoimmunita e il 17% presenta storia di
neoplasia.

11 73,6% dei pazienti esegue una terapia sostitutiva con immunoglobuline, mentre
il 6,9 % esegue una terapia immunosoppressiva. Di questi ultimi pazienti, il 20,4 %

assume glucocorticoidi.

4.1.1. CARATTERIZZAZIONE DAL PUNTO DI
VISTA IMMUNOLOGICO

La caratterizzazione delle principali popolazioni linfocitarie mediante
citofluorimetria ha evidenziato che nei pazienti con immunodeficienza primitiva
anticorpale, 1 linfociti T CD3+ rappresentano il 77%, 1 T helper (CD4+) il 44,3 %,
1 T citotossici (CD8+) il 33,7 % e i T granulati (CD3+CD57+) il 15,7 %, mentre 1
linfociti B totali (CD19+) sono il 7,2 %. Sono inoltre indicati 1 livelli sierici delle
diverse classi di immunoglobuline alla diagnosi e si osserva che i livelli di IgG e

IgA sono inferiori ai limiti di norma (tab. VI).

Variabile Valori
CD3 (%) 77,0 (£11,4)
CD4(%) 44,3 (+12,7)
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CDS8 (%) 33,7 (= 11,1)
CD3+CD57+ (%) 15,7 (£12,9)
CD19 (%) 7,2 (+6)

IgG diagnosi (mg/dL) 378 (£197)
IgA diagnosi (mg/dL) 49 (£63)
IgM diagnosi (mg/dL) 60 (£130)
IgG1 diagnosi (mg/dL) 375 (£ 179)
IgG2 diagnosi (mg/dL) 141 (£70)
IgG3 diagnosi (mg/dL) 23 (£23)
IgG4 diagnosi (mg/dL) 16 (+29)

Tabella VI: Percentuale delle principali popolazioni linfocitarie e livelli sierici delle
diverse classi di immunoglobuline alla diagnosi. Viene riportata la media e la deviazione
standard.

4.1.2. CARATTERIZZAZIONE CLINICA E
BIOUMORALE DEI PAZIENTI CON IDCV

I pazienti con immunodeficienza comune variabile sono 123, di cui 55 maschi (44,2
%) e 67 femmine (55,8 %) e hanno eta compresa tra 22 e 82 anni.

Per quanto riguarda i fattori di rischio cardiovascolare, 1’11,1 % dei pazienti
riferisce di essere fumatore attivo e il 34,2 % dei pazienti presenta diagnosi di
ipertensione arteriosa €/o € in terapia con antipertensivi.

In base ai dati biochimici inerenti al profilo metabolico, il 19,3 % dei pazienti
presenta dislipidemia. I1 15,9 % assume una terapia ipolipemizzante. Il 13,5 % dei
pazienti presenta diagnosi di diabete mellito di tipo II. Facendo riferimento alle
caratteristiche cliniche e biochimiche, il 18,9 % dei pazienti presenta una
condizione di sindrome metabolica.

In base ai dati di funzionalita renale (creatinina e valore di filtrato glomerulare
stimato — eGFR) il 2,6 % dei pazienti presenta malattia renale cronica.

11 7,9 % dei pazienti presenta una storia di eventi cardiovascolari pregressi tra cui
infarto miocardico acuto, ictus, trombosi venosa profonda o embolia polmonare e
arteriopatia periferica.

Per quanto riguarda le manifestazioni cliniche correlate all’immunodeficienza
comune variabile, i1 33,9 % dei pazienti presenta storia di autoimmunita e il 22,6 %

presenta storia di neoplasia.

61



11 92,9 % dei pazienti esegue una terapia sostitutiva con immunoglobuline per via
sottocutanea o endovenosa, mentre il 6,9 % esegue una terapia immunosoppressiva.
11 19,7 % assume una terapia steroidea (tab. VII).

Dal punto di vista del fenotipo clinico, nel 53% dei pazienti non si riscontrano
complicanze aggiuntive rispetto al quadro infettivo (fenotipo clinico I sec. Chapel
et al.), mentre il 47% presenta un fenotipo complicato (Chapel I, I1I o IV) (fig. 5).
Piu nel dettaglio, i1 4,9 % presenta unicamente complicanze di tipo autoimmunitario
(Chapel 1I), il 13,10 % presenta fenomeni linfoproliferativi policlonali (Chapel III)
e il 14,8% presenta enteropatia (Chapel IV). In aggiunta 1’8,2 % mostra insieme
caratteristiche dei fenotipi Chapel II e III (autoimmunita e linfoproliferazione), il
3,3 % presenta conteporaneamente autoimmunita, linfoproliferazione ed
enteropatia e lo 0,8 % ¢ classificabile come Chapel III e IV presentando

linfoproliferazione ed enteropatia (fig. 6).

Variabili Valori
Eta (anni) 52,0 (£14,3)
Sesso, M (%) 44,2
BMI (kg/m2) 25,4 (£5,1)
Circonferenza vita (cm) 94,4 (£ 14,3)
M 95,9 (+13,2);
F 93,5 (£15,2)
SBP (mmHg) 128 (+14)
DBP (mmHg) 76 (+8)
Creatinina (mg/dL) 0,83 (+0,24)
e¢GFR (mL/min/1,73m?) 92,2 (+22,0)
Colesterolo tot (mg/dL) 194 (+44)
LDL (mg/dL) 123 (+40)
HDL (mg/dL) 53 (£14)
Trigliceridi (mg/dL) 118 (= 73)
Glicemia (mg/dL) 100 (£27)
HbA1c (mmol/mol) 39 (£ 10)
Microalbuminuria (mg/L) 6,0 (£7,25)
Na+ (mEq/L) 138 (£ 3)
K+ (mEq/L) 4,0 (£0,3)
Acido Urico (mg/dL) 4,2 (£2,1)
PCR (mg/L) 3,8 (£4,5)
Fumatori (%) 11,1
Dislipidemia (%) 19,3
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Sindrome metabolica (%) 18,9
Eventi cardiovascolari pregressi (%) | 7,9

CKD (%) 2,6

Diabete (%) 13,5
Ipertensione (%) 34,2
Neoplasia (%) 22,6
Autoimmunita (%) 33,9
IGRT (%) 92,9
Terapia immunosoppressiva (%) 9,6

Terapia glucocorticoidi (%) 19,7
Terapia ipolipemizzante (%) 15,9
Terapia diabete (%) 11,4
Terapia ipertensione (%) 35,0

Tabella VII: Caratteristiche cliniche e laboratoristiche dei pazienti con IDCV. Sono riportati i
valori di media e deviazione standard delle variabili continue e la frequenza delle variabili
categoriali. SBP: pressione arteriosa sistolica, DBP: pressione arteriosa diastolica, CKD: malattia
renale cronica.

m 53% FENOTIPO INFECTION ONLY

m 47% FENOTIPO COMPLICATO

Figura 5: Distribuzione della popolazione di pazienti con IDCV tra fenotipo non
complicato (infection only) e complicato. 11 53% dei pazienti presenta fenotipo clinico
infection-only, il rimanente 47% dei pazienti presenta almeno una delle complicanze
associate al deficit anticorpale primitivo: autoimmunita, linfoproliferazione policlonale ed
enteropatia.
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CHAPEL 1

CHAPEL 2

CHAPEL 3

CHAPEL 4

Autoimmunita + linfoproliferazione
Autoimmunita + linfoproliferazione + enteropatia

Linfoproliferazione + enteropatia

B0E00RO0

Figura 6: Caratteristiche cliniche della popolazione studiata secondo la classificazione
di Chapel et al. il 4,9 % presenta solo complicanze di tipo autoimmunitario (Chapel II), il
13,10 % presenta fenomeni linfoproliferativi policlonali (Chapel III) e il 14,8% presenta
enteropatia (Chapel IV). L’8,2 % mostra insieme autoimmunita e linfoproliferazione, il 3,3
% presenta autoimmunita, linfoproliferazione ed enteropatia e lo 0,8 % presenta
linfoproliferazione ed enteropatia.

4.1.3. CARATTERIZZAZIONE IMMUNOLOGICA
DEI PAZIENTI CON IDCV

\

E stata eseguita un’analisi delle principali popolazioni linfocitarie nei pazienti con
immunodeficienza comune variabile e le sottopopolazioni B linfocitarie sono state
classificate secondo lo studio EUROclass. Nella tabella seguente vengono riportate
le percentuali delle principali popolazioni linfocitarie T (CD3+ totali, T helper
CD4+, T citotossici CD8+, linfociti granulati CD3+CD57+) e della popolazione di
linfociti B (CD19+) e relative sottopopolazioni. Sono inoltre indicati i livelli sierici
delle diverse classi di immunoglobuline alla diagnosi ed ¢ evidente la riduzione dei

valori di IgG e IgA (tab. VIII).

Variabili Valori

CD3 (%) 76,6 (x11,9)
CD4(%) 42,8 (£ 13)
CD8 (%) 34,8 (£12,1)
CD3+CD57+ (%) 17,9 (£ 13,2)
CD19 (%) 7,3 (+6,4)

B naive (%) 71,3 (£ 19,4)
B marginal zone (%) 16,3 (£15,3)
B switched memory (%) | 6,9 (£7,4)

B transitional (%) 1,1 (£1,7)

B plasmablasti (%) 0,2 (+0,4)
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B activated (%) 6,7 (£7)
IgG diagnosi (mg/dL) 338 (£ 176)
IgA diagnosi (mg/dL) 34 (£ 40)
IgM diagnosi (mg/dL) 61 (x 140)
IgG1 diagnosi (mg/dL) 314 (£ 162)
IgG2 diagnosi (mg/dL) 108 (£ 56)
IgG3 diagnosi (mg/dL) 16 (£11)
IgG4 diagnosi (mg/dL) 5(£6)

Tabella VIII: Percentuale delle principali popolazioni linfocitarie e livelli sierici delle
diverse classi di immunoglobuline alla diagnosi. Viene riportata la media e la deviazione
standard.

4.2.CONFRONTO TRA FENOTIPO NON COMPLICATO
(INFECTION ONLY) E COMPLICATO

4.2.1. CONFRONTO DELLE CARATTERISTICHE
CLINICHE E BIOUMORALI TRA FENOTIPO NON
COMPLICATO (INFECTION ONLY) E
COMPLICATO

Per valutare una eventuale correlazione tra il fenotipo clinico relativo
all’immunodeficienza comune variabile e le caratteristiche cliniche e biochimiche,
sono stati confrontati il gruppo di pazienti che presentava solo diatesi infettiva
(infection-only — fenotipo Chapel I) e il gruppo con almeno una complicanza
associata al deficit anticorpale (fenotipo Chapel II, IIT e I'V).

Come riportato nella seguente tabella (tab. IX), non sono emerse differenze
statisticamente significative tra 1 due gruppi né in termini di eta, BMI e
circonferenza vita né per quanto riguarda la frequenza di ipertensione, sindrome
metabolica e valori di pressione arteriosa registrati.

Per quanto riguarda il profilo lipidico, si riscontrano livelli sierici
significativamente minori di colesterolo totale (media: 205 vs 183) e colesterolo
HDL (media: 56 vs 49) nel gruppo con fenotipo complicato (con p = 0,010 e p =
0,040 rispettivamente) (fig. 7). Dall’analisi sono stati esclusi i pazienti in terapia

ipolipemizzante.
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Si riscontrano inoltre livelli significativamente minori di emoglobina glicata
(Hb1Ac) (media: 39 vs 34) nel gruppo con fenotipo complicato (p = 0,030), mentre
non sono state evidenziate differenze significative per quanto riguarda i valori di
glicemia (fig. 8). E emersa anche una riduzione significativa della frequenza di
malattia renale cronica (CKD) nel gruppo con fenotipo complicato (p = 0,047).
Come atteso, sono state inoltre riscontrate una frequenza significativamente
maggiore di manifestazioni autoimmuni (21,8% vs 48,8% con p = 0,005) e di
utilizzo di terapia immunosoppressiva (0% vs 27,5% con p < 0,001) nel gruppo con

fenotipo complicato.

Fenotipo “infection Fenotipo
Variabile only” complicato p-value
N= 56 N= 41

Eta (anni) 51,4 (47,6-55,2) 47,6 (43,0-52,0) 0,189
Sesso, M (%) 41,1 51,2 0,216
BMI (kg/m2) 25,4 (23,8-26,9) 23,8 (22,6-25,0) 0,136
Circonferenza vita (cm) 93,3 (88,9-97,6) 92,6 (86,9-98,4) 0,858
SBP (mmHg) 128 (123-133) 125 (120-130) 0,383
DBP (mmHg) 77 (74-79) 78 (72-83) 0,194
Creatinina (mg/dL) 0,83 (0,76-0,91) 0,80 (0,72-0,88) 0,532
¢GFR (ml/min/1,73m?) 92,4 (87,5-97,3) 96,8 (87,1-107,5) 0,366
Colesterolo tot (mg/dL) 205 (192-217) 183 (171-195) 0,010*
LDL (mg/dL) 130 (117-142) 115 (105-126) 0,060
HDL (mg/dL) 56 (52-60) 49 (45-53) 0,040*
Trigliceridi (mg/dL) 108 (93-123) 128 (102-155) 0,176
Glicemia (mg/dL) 98 (91-104) 91 (84-97) 0,136
Hb1Ac (mmol/mol) 39 (36-42) 34 (32-37) 0,030*
?ggﬁ;‘lb“mi““ria 47 (2,9-6,4) 42 (0,9-7,5) 0,766
Na+ (mEq/L) 138 (135-141) 138 (136-141) 0,837
K+ (mEq/L) 4,1 (3,9-4,2) 4,0 (3,7-4,3) 0,550
Acido Urico (mg/dL) 4,5 (1,7-7,3) 4,4 (3,2-5,6) 0,872
PCR (mg/L) 3,6 (2,6-4,7) 6,0 (0-13,2) 0,347
Fumatori (%) 14,5 4,9 0,174
Dislipidemia (%) 9,1 7,9 0,576
Sindrome metabolica (%) | 13,0 20,5 0,243
E::;:;Sﬁ (g/a:l)'dlovascolarl 5.5 7.7 0.487
CKD (%) 36,7 16,1 0,047*
Diabete (%) 7,7 4,9 0,458
Ipertensione (%) 22,2 29,3 0,292
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Cancro (%) 24,1 14,6 0,190

Autoimmunita (%) 218 488 0,005
IGRT (%) 88,7 100 0,003*
Terapia 0 275 <0,001*

immunosoppressiva (%)
Terapia glucocorticoidi

(%) 14,5 30,8 0,058
Terapia ipertensione (%) | 20,4 31,7 0,154
Terapia diabete (%) 5,7 4.9 0,621

Tabella IX: Confronto delle caratteristiche cliniche e laboratoristiche in pazienti con
fenotipo infection only (Chapel I) e fenotipo complicato (Chapel 11, III o IV). Per le
variabili qualitative, vengono riportati i valori percentuali (metodo di analisi: test di Fisher).
Per le variabili quantitative, vengono riportati media e intervallo di confidenza al 95%
(metodo di analisi: test di Wilcoxon). *p < 0,05. SBP: pressione arteriosa sistolica, DBP:
pressione arteriosa diastolica, CKD: malattia renale cronica, IGRT: terapia sostitutiva con
immunoglobuline.
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Figura 7: Confronto dei livelli sierici di colesterolo totale ¢ LDL nei gruppi con fenotipo
infection only (Chapel 1) e complicato (Chapel 11, I1I o IV).
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Figura 8: Confronto dei livelli sierici di glicemia ed emoglobina glicata (Hb1Ac) nei
gruppi con fenotipo infection only (Chapel I) e complicato (Chapel 11, IIT o IV).

Sulla base dei risultati sopra discussi, ¢ stato deciso di eseguire una ulteriore analisi
andando a confrontare il profilo lipidico e glicemico tra pazienti con fenotipo
infection only e con fenotipo complicato, escludendo dall’analisi sia i pazienti in
terapia ipolipemizzante che quelli in terapia ipoglicemizzante. Questo confronto ha
riscontrato una diminuzione significativa, nel gruppo con fenotipo complicato, di
colesterolo totale (204 vs 182 mg/L con p = 0,014), colesterolo HDL (57 vs 49
mg/L con p=0,027), glicemia (95 vs 88 mg/L con p =0,027) ed emoglobina glicata
(37 vs 33 mmol/mol con p = 0,003) (Tab. X).

Lo Fenotipo “infection Fenotipo complicato
Variabile only” p-value
N=39
N=50
Colesterolo tot
204 (191-21 182 (170-194 14*
(mg/dL) (19 7) (170-194) 0,0
LDL (mg/dL) 129 (115-143) 114 (102-126) 0,098
HDL (mg/dL) 57 (52-62) 49 (45-54) 0,027*
Trigliceridi
1 -11 11 -141
(mg/dL) 00 (83-118) 5(88 ) 0,358
Glicemia (mg/dL) | 95 (91-99) 88 (83-93) 0,027*
Hb1lAc
- 1_ %
(mmol/mol) 37 (35-38) 33 (31-35) 0,003
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Tabella X: Confronto del profilo lipidico e glicemico in pazienti con fenotipo infection
only (Chapel I) e fenotipo complicato (Chapel IL, III o IV). Per le variabili qualitative,
vengono riportati 1 valori percentuali (metodo di analisi: test di Fisher). Per le variabili
quantitative, vengono riportati media e intervallo di confidenza al 95% (metodo di analisi:
test di Wilcoxon). *p < 0,05.

4.2.2. CONFRONTO DELLE CARATTERISTICHE
IMMUNOLOGICHE TRA FENOTIPO NON
COMPLICATO (INFECTION ONLY) E
COMPLICATO

Sono state confrontate, nei due gruppi, le percentuali delle sottopopolazioni
linfocitarie T (CD3+ totali, T helper CD4+, T citotossici CD8+, linfociti granulati
CD3+CD57+) e B (CD19+ e sottopopolazioni di linfociti B secondo lo studio
EUROclass: naive, switched memory, marginal zone, transitional, activated
“CD21llow” e plasmablasti) (tab. XI). Le analisi sono state eseguite escludendo i
pazienti in terapia ipolipemizzante.

Per quanto riguarda le popolazioni di linfociti T, si osserva un aumento significativo
dei linfociti T totali CD3+ (74 ,0% vs 81,1% con p = 0,021) e granulati
CD3+CD57+ (14,4 % vs 23,5% con p = 0,003) nel gruppo con fenotipo complicato.
E emerso inoltre un aumento della sottopopolazione di linfociti B transitional nel
gruppo di pazienti con fenotipo complicato (p = 0,024), mentre il numero dei
linfociti B totali e delle altre sottopopolazioni linfocitarie B non sono
significativamente diversi tra i due gruppi.

Come si osserva in tabella XI, ¢ stato riscontrato che i pazienti con fenotipo
complicato presentano livelli di IgG e IgA alla diagnosi significativamente inferiori
rispetto al gruppo complicato (media: 386 vs 272 mg/dL e 44 vs 23 mg/dL con p =
0,002 e p = 0,013 rispettivamente). A conferma dei livelli di immunoglobuline
inferiori, il dosaggio attuale della terapia sostitutiva (IGRT) ¢ maggiore nel gruppo

con fenotipo complicato (340 vs 408 mg/kg/mese con p = 0,04).

Lo Fenotipo “infection only” | Fenotipo complicato D-
Variabile N=49 N=32 value
CD3 (%) 74,0 (71,1-78,6) 81,1 (77,7-84,4) 0,021*
CD4(%) 42,9 (38,7-47,1) 43,4 (39,4-47.5) 0,865
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CD8 (%) 33,2 (29,9-36,6) 37,7 (33,2-42,3) 0,105
CD3+CD57+ (%) 14,4 (10,9-17,86) 23,5 (18,2-28,7) 0,003+
CD19 (%) 8,0 (6,2-9.8) 6,9 (4,8-9,0) 0,458
B naive (%) 68,2 (61,9-74,6) 71,3 (63,7-79,0) 0,534
B marginal zone (%) | 18,8 (13,8-23,8) 14,8 (9,1-20,5) 0,296
?, " )SW“Ched memory | ;¢ (55.10,0) 5.1 (3,3-6,9) 0,092
B transitional (%) 0.8 (0,5-1,1) 1,9 (0,8-3,0) 0,024+
B plasmablasti (%) | 0.2 (0,1-0,3) 0,6 (0,0-1,2) 0,138
B activated (%) 6,8 (4,2-9.4) 10,6 (5,5-15,7) 0,151
I¢G diagnosi (mg/dL) | 386 (335-437) 272 (225-320) 0,002+
IgA diagnosi (mg/dL) | 44 (31-57) 23 (13-33) 0,013*
IgM diagnosi (mg/dL) | 73 (24-123) 45 (22-68) 0,335
IgG1 diagnosi (mg/dL) 409 (42-775) 220 (0-547) 0,174
IgG2 diagnosi (mg/dL) | 126 (28-224) 90 (0-276) 0,504
IgG3 diagnosi (mg/dL) | 12 (0-41) 21 (0-48) 0,386
IgG4 diagnosi (mg/dL) | 7 (0-31) 4(0-14) 0,614
?n‘l’;‘jkg/lfvlv‘e{ks)i“male 307 (264-350) 363 (268-458) 0,276
?n‘l’;‘/’kg /acvi:ks)a““ale 340 (314-366) 408 (345-471) 0,04*
{lgn(; d‘il)ﬁm" controllo ;5 700-838) 814 (753-874) 0,341
By e 36 27-46) 40 (11-69) 0,788
zﬁll‘gll dtl)ﬁm" controllo o 16 122) 52 (27-76) 0,570
IgE diagnisi (mg/dL) | 55 (0-141) 29 (0-75) 0,672

Tabella XI: Confronto delle caratteristiche immunologiche in pazienti con fenotipo
infection only (Chapel 1) e fenotipo complicato (Chapel I, III o IV). Per le variabili
qualitative, vengono riportati i valori percentuali (metodo di analisi: test di Fisher). Per le
variabili quantitative, vengono riportati media e intervallo di confidenza al 95% (metodo
di analisi: test di Wilcoxon). *p < 0,05.

4.2.3. CONFRONTO DEI PARAMETRI
CARDIOVASCOLARI TRA FENOTIPO NON
COMPLICATO (INFECTION ONLY) E
COMPLICATO

Sono stati successivamente effettuate in vivo, mediante lo strumento SphygmoCor®

XCEL alcune specifiche misurazioni di parametri inerenti al rischio
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cardiovascolare. L’indagine ha, sino ad ora, riguardato un sottogruppo di 45
pazienti, di cui 19 con fenotipo complicato, arruolati in modo casuale tra i pazienti
partecipanti allo studio; al momento non sono state riscontrate differenze

statisticamente significative relativamente ai parametri analizzati (tab. XII).

Fenotipo “infection
Fenotipo complicato
Variabile only” p-value
N=19

N=26
PWA SP 124 (117-130) 120 (114-126) 0,385
PWA DP 79 (75-83) 78 (73-83) 0,828
PWA PP mmHg) | 43 (39-47) 41 (35-47) 0,484
PWA MAP

99 (93-104) 96 (91-101) 0,457
mmHg
PWA HR (bpm) | 71 (66-77) 74 (66-83) 0,527
PWA AP

16 (13-19) 14 (10-18) 0,316
mmHg)
PWA Alx (%) 37 (32-43) 33 (26-39) 0,282
PWYV (m/s) 6,2 (5,7-6,8) 6,3 (5,8-6,7) 0,922
IMT carotideo

0,5 (0,4-0,6) 0,5 (0,5-0,6) 0,677
medio dx (mm)
IMT carotideo

0,7 (0,3-1,0) 0,6 (0,1-1,0) 0,458
medio sx (mm)

Tabella XII: Confronto dei parametri cardiovascolari in pazienti con fenotipo
infection only (Chapel I) e fenotipo complicato (Chapel IL, III o IV). L’eta media dei
pazienti con fenotipo clinico infection only ¢ di 56,0 anni, mentre 1’eta media dei pazienti
con fenotipo complicato € di 51,7 anni. PWA: pulse wave analysis; SP: pressione sistolica;
DP: pressione diastolica; PP: pulse pressure; MAP: pressione arteriosa media; HR:
frequenza cardiaca; AP: augmented pressure; Alx: augemtation index; PWV: pulse wave
velocity; IM: spessore intima-media. Per le variabili quantitative, vengono riportati media
e intervallo di confidenza al 95% (metodo di analisi: test di Wilcoxon).

4.2.4. CONFRONTO DELL’ESPRESSIONE GENICA
DEI LINFOCITI B TRA FENOTIPO NON
COMPLICATO (INFECTION ONLY) E
COMPLICATO

E’stata successivamente eseguita ’analisi dell’espressione genica del recettore per
LDL (LDLr) e dei mineralcorticoidi (MR) espressi dai linfociti B, in un sottogruppo

di 31 pazienti con IDCV, di cui 13 con fenotipo complicato. Non sono emerse
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differenze statisticamente significative tra il gruppo di pazienti con fenotipo
infection only e con fenotipo complicato, pur risultando borderline il confronto
relativo al recettore MR, maggiormente espresso nei pazienti con fenotipo

“infection only” (fig. 9).

. . espressione genica del recettore MR
espressione genica del recettore LDLr
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Figura 9: Confronto dei livelli di espressione genica di LDLr e MR in pazienti con fenotipo
infection only (Chapel 1) e fenotipo complicato (Chapel I, III o IV).

4.3.CONFRONTO TRA FENOTIPI CLINICI SEC. CHAPEL

In seguito, per confermare 1’esistenza delle differenze osservate precedentemente
tra il gruppo infection only e complicato, sono stati confrontati tra loro, dal punto
di vista del profilo di rischio cardiovascolare, i quattro fenotipi clinici secondo
Chapel. Nell’analisi descrittiva sono inclusi anche 1 pazienti in terapia

ipolipemizzante.

4.3.1. CONFRONTO DELLE CARATTERISTICHE
CLINICHE E BIOUMORALI TRA FENOTIPI SEC.
CHAPEL

Dal confronto tra le variabili cliniche e laboratoristiche dei quattro fenotipi clinici
secondo Chapel emerge che i valori di colesterolo totale sono significativamente
ridotti nel gruppo con fenotipo Chapel II (206 vs 175 vs 176 vs 200 mg/L con p =
0,018). La frequenza di fenomeni autoimmunitari, come atteso, ¢
significativamente maggiore nel gruppo con fenotipo Chapel 1I (22,1 vs 82,4 vs

72



17,6 vs 45,5% con p < 0,001) e la frequenza di pazienti che fanno uso di terapia
immunosoppressiva ¢ maggiore nel gruppo con fenotipo Chapel II e 111, a conferma
delle complicanze cliniche caratteristiche di questi pazienti (0 vs 23,5 vs 29,4 vs

18,2% con p < 0,001) (Tab. XIII).
Chapel 1 Chapel I | Chapel IIl | Chapel IV

Variabile N=71 N=17 N=17 N=11 p-value
L 53,3 49,8 48,7 46,0

Eta (anni) (49,7-56,9) | (46,0-53,6) | (41,4-55.9) | (37,6-545) | 03

Sesso, M (%) | 42,3 50,0 52,9 54,5 0,761

25,9 25,2 25,7 22,9
BMI(kg/m2) | 113272) | (23.6262) | (23,528,0) | (209-249) | %371
100,4 88

Circonferenza 94,4 96,1 ’

vita (cm) (89.8-98.4) | (90.6-99,6) (191%2') (76,4-99,5) | 0,257

SEP (umHg) | 20 127 128 126 -

(124-134) (123-131) | (118-137) | (119-133)
DBP (mmHg) | 77 (75-80) | 74 (73-77) | 76 (72-80) | 74 (66-82) 0,434

Creatinina 0,84 0,86 0,84 0,90 0.925
(mg/dL) (0,78-0,91) (0,76-0,93) | (0,74-0,93) | (0,67-0,90) i
97,7 93,5 93,0

eGFR 91,9 > > i

. 2 .. (84,4- (84,5- (75,14- 0,763
(ml/min/1,73m* | (86,0-95,2) 101.7) 102.64) 110.86)
Colesterolo tot | 206 175 176 200 0.018*
(mg/dL) (192-217) (171-195) | (161-192) (169-231) ’
LDL (mg/dL) 131 116 106 122 0.153

(117-142) (105-126) | (89-123) (92-152)
HDL (mg/dL) | 56 (52-60) | 47 (45-53) | 48(40-56) | 51 (45-57) 0,072
Trigliceridi 110 120 137 139

(mg/dL) (93-123) (102-155) | (79-195) | (77-201) 0,517

Glicemia ) 105  (89- | 93 (80-106) | 92 (79-104)

(mg/dL) 103 (95-113) | |05y 0,416

HblAc 41(3745) | 37 (33.38) | 35 G139 | 35(2445) 0217

(mmol/mol)

Microalbumin | 7.6  (3.6- | 59 (18- 53 2,08 (1,254) |  sg¢

uria (mg/L) 11,7) 6,6) (4,1-14,7) )
138 137 141 141

Nat (mEQ/L) | 136 140) (136-141) | (102-179) | (135-147) 0,485

K+ (mEq/L) | 4,1 (3,9-42) i’g) (3.7 | £1(3,54.3) | 42(3,545) | 599

Acido Urico 46 (3,7-]51  (02-50(0,1-12,4)

(mg/dL) 3,6 (0468) | sy 10.4) 0,818

25 (L1- 11,8 (5,7- | 4,3(1,0-9,67)

PCR (mg/L) 402651 156 20.4) 0,086

Fumatori (%) | 15,7 5,9 5.9 0,0 0,353

Dislipidemia 5,9 30,4

%) 20,6 26,7 0,366

Sindrome 41,2 30,0

metabolica (%) 27,3 444 0,436

Eventi

cardiovascolari | 7,2 13,3 0,0 18,2 0,302

pregressi (%)

CKD (%) 1,4 13,3 0,0 0,0 0,053

Diabete (%) 12,5 29,4 5,9 0,0 0,096
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Ipertensione
(%)
Cancro (%) 25,4 33,3 11,8 0,0 0,116

Autoimmunita 17,6 45,5
(%) 22,1 82,4
Terapia
immunosoppre
ssiva (%)
Terapia
glucocorticoidi | 11,6 333 35,3 27,3 0,054
(o)
Terapia
ipolipemizzant | 16,4 31,3 0,0 10,0 0,092
€ (0/0)
Terapia 353 36,4
ipertensione 29,9 52,9 0,362
(%)
Terapia
diabete (%)
Tabella XIII: Confronto delle caratteristiche cliniche e laboratoristiche tra gruppi di
pazienti con fenotipo clinico Chapel I, Chapel II, Chapel III e Chapel IV. Per le

variabili qualitative, vengono riportati i valori percentuali (metodo di analisi: test di Fisher).

35,3 36,4

31,3 47,1 0,684

<0,001*

0.0 23,5 29,4 18,2 <0,001*

5,9 0,0

9,2 29,4 0,051

Per le variabili quantitative, vengono riportati media e intervallo di confidenza al 95%
(metodo di analisi: ANOVA). *p <0,05. SBP: pressione arteriosa sistolica, DBP: pressione
arteriosa diastolica.

4.3.2. CONFRONTO DELLE CARATTERISTICHE
IMMUNOLOGICHE TRA FENOTIPI CLINICI SEC.
CHAPEL

Il confronto tra gruppi di fenotipi clinici secondo Chapel per quanto riguarda le
variabili immunologiche ha evidenziato che il numero di linfociti granulati risulta
significativamente aumentato nei gruppi con fenotipo Chapel II e III (14,7 vs 21,3
vs 29,9 vs 15,0% con p = 0,001). Come evidenziato anche precedentemente dal
confronto tra fenotipo clinico infection only e complicato, le immunoglobuline G
alla diagnosi risultano significativamente minori nei gruppi con fenotipo
complicato Chapel 11 e III (382 vs 303 vs 215 vs 333 mg/dL con p=0,016) e le IgA
risultano minori nei gruppi con fenotipo II, IIT e IV (43 vs 26 vs 27 vs 21 mg/dL
con p =0,013) (Tab. XIV).

. Chapel 1 Chapel 11 Chapel 111 Chapel IV D-
Variabile N=71 N=17 N=17 N=I1 value
74,8 74,7 82,6 79,6
0 ) ) ) )
S (71,5-78,6) | (752815 | (77.2-87,9) | (123-86,9) | %1%
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42,8 41,9 40,5 45,7
0 E) E) b B
CD4(%) (39.8-473) | (37.7-45.0) | (34.6-464) | (353-562) | 0822
33,4 353 42,8 32,3
0 ) ) ) )
ELENED) (29,8-36,0) (33,5-41,2) (34,1-51,4) (25,0-39,6) 0,061
CD3+CD57+ | 14,7 21,3 29,9 15,0 0.001%
(%) (11,9-19,0) (17,1-25,6) (22,8-27,0) (5,6-24,3) ’
CD19 (%) 7,5(5,7-9,0) | 6,0(3,8-82) | 63,194 | 81(1,8143) | (956
68,0 77,0 78,6 65,8
. 0 b b b b
Bnaive (%) | (638.740) | (67,580,5) | (644-927) | (554-762) | °27
B marginal 18,0 12,1 16,9 16,9 0.369
zone (%) (13,1-22,1) (9,6-19.5) (1,9-31,9) (9,5-29.8) g
B switched 86(5899) | 4203281 | 381076 [T8AIILS) |,
memory (%)
?o/tl)'ansmonal 0.8 (0,5-1,1) 3,1 (1,8-8,0) 2,0 (0,0-4,6) 1,9 (0,5-3,3) 0,061
(1]
B 0,6 (0-1,9) 0,1 (0-0,3)
plasmablasti | 0,3 (0,1-0,5) | 0,7 (0-1,8) 0,219
(%)
g/"‘;‘)“‘vated 69 (4,668) | 9446115 | PBEEEY 153G966) 15
IgG diagnosi | 382 303 215 333 0,016
(mg/dL) (335-437) (225-320) (116-314) (248-417) ’
IgA diagnosi 27 (0-54) 21 (7-34) .
(mg/dL) 43 (31-57) 26 (13-33) 0,013
IgM diagnosi ] ] 63 (14-111) | 23 (7-39)
(mg/dL) 80 (24-123) | 27 (22-68) 0,335
Dose IGRT
iniziale 324 312 357 392 e
(mg/kg/4 (264-350) (268-458) (320-829) (319-763) ’
weeks)
Dose IGRT
attuale 341 423 361 467 0.088
(mg/kg/4 (314-366) (345-471) (309-413) (160-774) :
weeks)
IgG ultimo
759 800
controllo 834 872 0,341
(mg/dL) (OREH) (b)) (762-906) (724-1020)
IgA ultimo
controllo 42 (27-57) 21 (9-34) 23 (1-44) 83 (1-233) 0,788
(mg/dL)
IgM ultimo
controllo 66 (17-115) | 36 (20-52) 74 (7-141) 70 (4-145) 0,570
(mg/dL)

Tabella XIV: Confronto delle caratteristiche immunologiche tra gruppi di pazienti
con fenotipo clinico Chapel I, Chapel II, Chapel III e Chapel IV. Per le variabili
qualitative, vengono riportati i valori percentuali (metodo di analisi: test di Fisher). Per le
variabili quantitative, vengono riportati media e intervallo di confidenza al 95% (metodo

di analisi: test ANOVA). *p <0,05.
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4.4.CONFRONTO TRA FENOTIPI CLINICI CHAPEL I vs 11
E/O III vs IV

Tenendo in considerazione che le differenze piu rilevanti sono state riscontrate tra
il fenotipo Chapel I e i fenotipi complicati Chapel I e 111, che i dati emersi da questi
ultimi due sottogruppi sono sostanzialmente sovrapponibili, e che vi ¢ una
significativa frazione di pazienti in cui i due fenotipi clinici coesistono, ¢ stato
deciso di accorpare i due sottogruppi Chapel II e III in un unico gruppo per le analisi

successive.

4.4.1. CONFRONTO DELLE CARATTERISTICHE
CLINICHE E BIOUMORALI TRA FENOTIPI
CHAPEL I vs I E/O III vs IV

Le analisi sono state eseguite confrontando i gruppi di pazienti con fenotipo Chapel
I, II + IIT e IV escludendo i pazienti in terapia ipolipemizzante. E stata riscontrata
una diminuzione significativa di colesterolo totale nel gruppo di pazienti con
fenotipo complicato II + III (204 vs 178 vs 204 mg/dL con p = 0,024). Come
evidenziato in precedenza, la frequenza di manifestazioni autoimmuni ¢ maggiore
nei gruppi con fenotipo complicato Chapel II + III e Chapel IV (21,8 vs 42,9 vs
55,6% con p = 0,039). Infine, la frequenza di pazienti che fanno uso di terapia
immunosoppressiva € maggiore nei gruppi con fenotipo Chapel II + Il e Chapel IV

(0 vs 29,6 vs 22,2% con p < 0,001) (Tab. XV)

. Chapel 1 Chapel IT + 111 Cahpel IV
Variabile N=56 N=28 N=9 p-value
Eta (anni) 51,4 (47,6-55,2) | 47,1 (41,5-52,8) 44,8 (34,5-552) | 0,263
Sesso, M (%) | 41,1 53,6 55,6 0,467
BMI (kg/m2) | 25,4 (23,8-26,9) | 24,6 (22,9-26,3) 22,6 (20,4-24.8) | 0,281
Circonferenz | o3 3 02 9.9767) | 96,8 (89,0-104,5) | 521 (73:9-96.31) 1 195
a vita (cm)
SBP (mmHg) | 128 (123-133) 127 (120-133) 127 (119-135) 0,918
DBP (mmHg) | 77 (74-79) 75 (72-78) 74 (64-84) 0,531
Creatinina 0,90 (0,64-1,16)
(mg/dL) 0,83 (0,76-0,91) | 0,78 (0,70-0,85) 0,425
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eGFR 92,3 (71,6-113,0)
ml/min/1, R ,0-97, , ,0- > s
(ml/min/1,73 | 92,4 (87,5-97,3) | 102,0 (92,6-111,5) 0,140
m?)

S)‘t’lf;f;rgg 204(192-216) | 178 (165-191) 204 (168-239) g oy
LDL (mg/dL) | 129 (116-142) 109 (96-123) 128 (96-159) 0,121
HDL (mg/dL) | 56,6 (52,1-61,2) | 49 (43-56) 53 (48-47) 0,177
(T;lggf)r‘d‘ 102 (86-117) 121 (85-156) 121 (67-175) 0,471
((:Ill‘gcle(l‘;‘)a 98 (91-104) 93 (84-102) o1 (77-105) 0,544
zlll:;:zlc/mol) 39 (36-42) 35 (31-38) 35 (24-45) 0,184
ﬁ':lg 0?111';’;/‘12‘)‘ 4,7 (2,9-6,4) 6,1 (0,3-11,8) G 0,301
Na+ (mEq/L) 3?;) (135,7- 138,4 (134,8-142,0) 13;’25;) (135,1- 1 561
K+ (mEq/L) | 4,1(3,9-4,2) 3,9 (3,6-4,2) 4,2 (3,9-4,3) 0,305
é;‘g‘}gL)U““’ 4,5(1,7-7.3) 42 (2,6-5,8) 3,0 (4.9-6,1) 0,881
PCR (mg/L) | 3,6 (2,6-4,7) 9,3 (2,7-22,5) 2,0(0,8-3,2) 0,144
Fumatori (%) | 14,5 3,6 0 0,259
Dislipidemia 25,0

%) 9,1 3,8 0,187
Sindrome 11,1

metabolica 13,0 23,1 0,469
(%)

Diabete (%) | 7.7 7,1 0 0,693
Ipertensione 22,2

%) 22,2 32,1 0,603
Cancro (%) | 24,1 17,9 0 0,233
Autoimmunit 55,6 "
A (%) 21,8 42,9 0,039
Terapia

immunosopp | 0 29,6 22,2 <0,001*
ressiva (%)

Terapia

glucocorticoi | 14,5 34,6 22,2 0,118
di (%)

Terapia 22,2

ipertensione 20,4 35,7 0,309
(%)

Terapia 0

diabete (%) | > 7.1 0,717

Tabella XV: Confronto delle caratteristiche cliniche e laboratoristiche tra gruppi di
pazienti con fenotipo clinico Chapel I, Chapel II + III e Chapel IV. Per le variabili
qualitative, vengono riportati i valori percentuali (metodo di analisi: test di Fisher). Per le
variabili quantitative, vengono riportati media e intervallo di confidenza al 95% (metodo
di analisi: test ANOVA). *p < 0,05. SBP: pressione arteriosa sistolica, DBP: pressione
arteriosa diastolica.
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4.4.2. CONFRONTO DELLE CARATTERISTICHE
IMMUNOLOGICHE TRA FENOTIPI CHAPEL I vs 11
E/O III vs IV

Dal confronto tra i fenotipi clinici Chapel I, IT + III e IV per quanto riguarda i
parametri immunologici, ¢ stato riscontrato un aumento significativo della
popolazione di linfociti granulati (14,4 vs 26,0 vs 11,7% con p = 0,001) nel gruppo
con fenotipo Chapel II + III, confermando le analisi precedenti (Tab. XVI).

.. Chapel 1 Chapel II1 + 111 Chapel IV
Variabile N=49 N=27 N=7 p-value
CD3 (%) 74,8 (71,1-78,6) | 80,7 (76,1-85,2) | 82,7(74,9-90,5) | 0,082
CD4(%) 42,9 (38,7-47,1) | 42,8 (38,0-47,5) | 48:8(37.0-60,7) | 0537
CDS8 (%) 33,2(29,9-36,6) | 38,7(32,5-44,9) | 32,5(25,0-40,1) | 0201
oy T aaq09-78) | 260095325 1Y GAI80 1 g g1+
(1)
CD19 (%) 8,0 (6,2-9,8) 6,6 (4,6-8,7) 6,4 (0-12) 0,594
B naive (%) 68,2 (61,9-74,6) | 74,3 (64,0-84,6) | 65.0(50,7-79.3) | 0,483
?, /“)‘arg‘“a' Zome | 188(13,8238) | 138(6,621,1) | 1403333 1409
(1)
B switched 8,8 (4,2-13,3)
memory (%) 7,8 (5,5-10,0) 4,0 (1,8-6,2) 0,087
g/t;a“s‘t“’“a' 0.8 (0.5-1,1) 130125 | 8O13D 0216
(1)
?0 /p)lasmablas" 0,2 (0,1-0,3) 0,4 (0,1-0,8) 0.1(0,1-0.3) 0,421
(1]
B activated (%) | 6,8 (4,2-9,4) 10,8 (3,6-18,0) | 5,6 (3,9-7.3) 0,343
IgG diagnosi 331 (232-429)
(me/dL) 367 (308-426) 254 (176-333) 0,077
IgA diagnosi ) : 20 (5-36) 0,238
(mg/dL) 41 (26-56) 25 (6-44)
IgM diagnosi 17 (6-28)
(mg/dL) 80 (19-142) 54 (20-88) 0,543
Dose IGRT
iniziale (mg/kg/4 | 337 (280-394) 321 (256-386) | 378 (263-380) 0,865
weeks)
Dose IGRT
attuale (mg/kg/4 | 340 (313-368) 389 (338-441) | 486 (83-889) 0,096
weeks)
IgG ultimo
controllo 789 (711-867) 814 (718-910) | 863 (696-1030) | 0,722
(mg/dL)
IgA ultimo
controllo 32(23-41) 19 (5-32) 94 (1-265) 0,240
(mg/dL)
IgM ultimo
controllo 73 (12-134) 63 (21-105) 71 (5-158) 0,974
(mg/dL)
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Tabella XVI: Confronto delle caratteristiche immunologiche tra gruppi di pazienti con
fenotipo clinico Chapel I, Chapel II + III e Chapel IV. Per le variabili qualitative, vengono
riportati i valori percentuali (metodo di analisi: test di Fisher). Per le variabili quantitative, vengono
riportati media e intervallo di confidenza al 95% metodo di analisi: test di Wilcoxon). *p < 0,05.

L’analisi post-hoc LSD, confrontando i pazienti con fenotipo I con il gruppo
costituito dai pazienti con fenotipo II e/o I11, ha dimostrato livelli significativamente
piu bassi di colesterolo totale (p=0,008), LDL (p=0,044), linfociti B switched-
memory (p=0.039), IgG alla diagnosi (p=0,024) e piu alti di linfociti granulati
(p<0.001) nei pazienti con fenotipo II-III.

4.5.CORRELAZIONI TRA VARIABILI CLINICHE E
IMMUNOLOGICHE DEI PAZIENTI CON IDCV

E stata infine valutata la possibile correlazione tra variabili cliniche e
immunologiche dei pazienti con IDCV, utilizzando il coefficiente di correlazione
lineare r di Pearson. Da queste analisi ¢ stata osservata una debole correlazione
positiva dei valori di colesterolo totale (r =0,267) e LDL (r = 0,249) con BMI e una
correlazione negativa tra HDL (r = -0,269) e BMI.

Il valore di HDL correla positivamente con la percentuale di linfociti T CD4+ (r =
0,238) e negativamente con la percentuale di CD8+ (r = -0,267). I linfociti T
granulati CD3+CDS57+ correlano negativamente con 1 valori di colesterolo totale (r
=-0,244), LDL (r=- 0,205) e HDL (r = - 0,441).

Per quanto riguarda i linfociti B naive, ¢ stata riscontrata una correlazione negativa
con il colesterolo totale (r=-0,264), LDL (r=-0,261) e HDL (r = - 0,262). I linfociti
B switched memory viceversa, mostrano una correlazione positiva con il colesterolo
totale (r = 0,239) e HDL (r = 0,416). Infine, i valori di IgM alla diagnosi risultano
correlare positivamente con il colesterolo totale (r = 0,305) e LDL (r = 0,335).

E’ stata inoltre osservata una correlazione positiva tra i valori di colesterolo totale
e la pressione arteriosa media (MAP) misurata tramite SphygmoCor® XCEL. In
ultima analisi, i1 livelli di espressione genica del recettore per LDL, espressi in
copie/ul, mostrano una correlazione positiva con la percentuale di linfociti B
switched memory (r = 0,444).

La maggior parte delle correlazioni evidenziate, per quanto significative, sono

risultate relativamente deboli.
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S. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Le malattie cardiovascolari rappresentano ad oggi la principale causa di morte nel
mondo. In Italia sono la piu frequente causa di morte, morbilita e ospedalizzazione.
Negli ultimi anni, sebbene la mortalita globale per eventi cardiovascolari sia
diminuita, I’incidenza e la prevalenza dei fattori di rischio sono aumentati
esponenzialmente (80). E noto come I’aterosclerosi sia il meccanismo
fisiopatologico che piu di frequente si associa alle malattie cardiovascolari e che il
sistema immunitario ¢ l’inflammazione risultino ampiamente coinvolti nella
fisiopatologia delle patologie cardiovascolari (96). A tal proposito, ¢ stato
dimostrato che livelli sierici elevati di citochine pro-infiammatorie ed altri
biomarcatori di inflammazione come TNF-a, IL-1, IL-6 e proteina C reattiva si
associano ad un processo accelerato di aterosclerosi e ad un peggiore outcome
cardiovascolare. A conferma di questo aspetto, si ¢ osservato che, in specifici
contesti, 1’utilizzo di alcune terapie ad azione immunomodulante si associa ad una
riduzione nella progressione del danno vascolare (131). L’immunita adattativa
riveste sicuramente un ruolo importante nella fisiopatologia del processo
aterosclerotico; tuttavia, dato 1’elevato numero di effettori e le complesse
interazioni tra i compartimenti cellulari, il ruolo del sistema immunitario risulta solo
in parte compreso. Per quanto riguarda il ruolo dei linfociti B, in particolare, sono
stati proposti sia dei meccanismi protettivi che patogenetici, a seconda dei
meccanismi effettori considerati, molti dei quali risultano ancora non del tutto
chiariti. L’utilizzo di anticorpi monoclonali diretti contro i1 linfociti B (e.g.
Rituximab o Belimumab) nei pazienti affetti da malattie autoimmuni, ha dimostrato
una riduzione dello spessore medio-intimale, della pulse wave velocity e della
stiffness arteriosa (132) (103), essendo d’altro canto patologie quali artrite
reumatoide e LES state associate ad un incremento e ad una accelerazione della

patologia cardiovascolare (133) (134).
Tenendo conto di questi presupposti, risulta necessario indagare ulteriormente il

ruolo del sistema immunitario nella fisiopatologia delle malattie cardiovascolari.

Lo studio di questi processi nel contesto dei quadri di immunodeficienza puo
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risultare utile per meglio comprendere il ruolo dell’immunita in questi meccanismi
patologici.

Prendendo in considerazione il gruppo delle immunodeficienze primitive, i deficit
dell’immunita anticorpale sono quelli piu frequenti nella popolazione adulta e
comprendono un gruppo eterogeneo di patologie caratterizzate dalla
compromissione dell’integrita della normale risposta anticorpale da parte dei
linfociti B. La caratteristica principale che accomuna 1 pazienti con un difetto
primitivo dell’immunita anticorpale ¢ 1’ipogammaglobulinemia, che molto spesso
esita in complicanze infettive. A queste manifestazioni si possono associare
fenomeni di autoimmunita, disturbi linfoproliferativi, enteropatia e neoplasie. Tra 1
deficit primitivi anticorpali, I’immunodeficienza comune variabile (IDCV)
rappresenta la forma sintomatica piu comune nell’adulto. Le principali cause di
morte dei pazienti affetti da IDCV sono rappresentate dalla insufficienza
respiratoria e da neoplasie, mentre la mortalita associata ad eventi cardiovascolari
viene registrata solo raramente (8) (65).

In questi pazienti la risposta umorale mediata dai linfociti B risulta compromessa e
pud manifestarsi con una ipofunzione o, al contrario, con una disordinata
iperfunzione. La presenza di complicanze infettive, autoimmunitarie ed
enteropatiche determina uno stato generale pro-infiammatorio, che ad oggi non
risulta tuttavia associato a fenomeni di aterosclerosi accelerata, come avviene
invece in altre patologie caratterizzate da infiammazione cronica. Sono state
proposte due ipotesi per spiegare questa condizione. La prima prevede che sia
effettivamente presente uno stato inflammatorio cronico che accelera i processi di
aterosclerosi. In questo caso, tuttavia, la malattia cardiovascolare potrebbe essere
sottostimata rispetto alle altre complicanze infettive e non infettive tipiche
dell’immunodeficienza, poiché I’aspettativa di vita minore rispetto alla popolazione
generale potrebbe non permettere al quadro cardiovascolare di manifestarsi
clinicamente con un evento acuto.

La seconda ipotesi, al contrario, sostiene che nei pazienti con IDCV 1’aterosclerosi
e la disfunzione endoteliale siano effettivamente ridotte a causa dello specifico
quadro di immunodeficienza e disregolazione immunitaria. Questa condizione
protettiva potrebbe dipendere da un difetto funzionale e quantitativo dei linfociti B
o di qualche specifica sottopopolazione, ma anche da un’alterazione

dell’interazione tra linfociti T helper e/o immunita innata e linfociti B, che
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esiterebbe in una alterata risposta citochinica (129). Un ruolo importante potrebbe
essere svolto anche dalla terapia con immunoglobuline, di cui sono noti gli effetti
immunomodulanti utilizzati per il trattamento di malattie autoimmuni e
inflammatorie, sebbene a dosaggio piu elevato rispetto a quello utilizzato per la
terapia sostitutiva. Questi effetti immunomodulanti potrebbero proteggere
I’endotelio e la parete dei vasi dall’esposizione a citochine infiammatorie e dal
danno mediato dall’inflammazione e dalle cellule immunitarie (70) (135). Inoltre, 1
pazienti affetti da IDCV potrebbero essere meno esposti a fattori di rischio
ambientali quali il fumo di sigaretta e il consumo di alcolici implicati nello sviluppo
delle patologie cardiovascolari, per la necessita di mantenere uno stile di vita piu

attento (129).

Le manifestazioni cliniche associate all’immunodeficienza comune variabile sono
molto eterogenee. In questo studio abbiamo valutato la presenza di differenze in
relazione ai principali fattori di rischio cardiovascolare tra 1 gruppi di pazienti
classificati in base a specifici fenotipi clinici di malattia. Si ¢ fatto riferimento alla
classificazione proposta da Chapel et al., che differenzia i pazienti sulla base della
presenza o meno di complicanze associate al quadro infettivo (10) (64):

I.  Nessuna complicanza associata alla malattia o manifestazioni limitate ad

infezioni ricorrenti (infection only);

II. Autoimmunita;
III.  Linfoproliferazione policlonale;
IV.  Enteropatia.
Sono stati successivamente distinti 1 pazienti che presentano solamente un quadro
infettivo (fenotipo non complicato o infection only) dai pazienti che presentano
ulteriori complicanze piu legate alla disregolazione del sistema immunitario, che
appartengono ai fenotipi II, III e/o IV secondo Chapel (fenotipo complicato). I due

gruppi sono stati confrontati dal punto di vista clinico, immunologico e metabolico.

Per quanto riguarda le manifestazioni cliniche associate alla immunodeficienza, per
definizione i pazienti con fenotipo clinico piu grave risultano presentare un
aumento significativo di fenomeni autoimmunitari, il che risulta confermato anche
dalla maggiore frequenza di pazienti che fanno uso di una terapia

immunosoppressiva.
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I livelli sierici di immunoglobuline IgG e IgA alla diagnosi risultano
significativamente inferiori nel gruppo di pazienti con fenotipo clinico complicato
rispetto ai livelli riscontrati nei pazienti con fenotipo non complicato. Inoltre, nei
pazienti con fenotipo complicato ¢ stato necessario impostare un regime di terapia
sostitutiva con immunoglobuline a dosaggi significativamente maggiore per
raggiungere livelli di 1gG protettivi. Questi dati suggeriscono che 1 pazienti
appartenenti al gruppo con fenotipo complicato presentino una compromissione pit
severa della capacita di produrre anticorpi, sebbene la percentuale di linfociti B
totali sia comparabile tra i due gruppi di pazienti.

Il confronto tra i due gruppi eseguito sulla base dell’analisi delle sottopopolazioni
linfocitarie B secondo la classificazione EUROclass, ha evidenziato un aumento
significativo dei linfociti B transitional e una riduzione dei B switched memory nel
gruppo di pazienti con fenotipo complicato. Inoltre, i linfociti B activated risultano
aumentati, seppur senza raggiungere livelli di significativita, nel gruppo di pazienti
con fenotipo complicato ed in particolare in presenza del fenotipo III. E’
interessante notare come il ruolo di alcune sottopopolazioni B, ed in particolare dei
linfociti B activated, sia oggetto di ricerca in ambito cardiovascolare. Questi
riscontri a carico del fenotipo B linfocitario risultano in linea con quanto riportato
in letteratura. Infatti, i pazienti che presentano un aumento dei linfociti B
transitional e activated presentano piu spesso complicanze quali splenomegalia,
linfoadenopatia e linfoproliferazione policlonale (20) (23). Tale dato si conferma,
in effetti, anche nella nostra popolazione. 8

Nell’interpretazione di questi dati si deve inoltre tenere presente che la funzione dei
linfociti B ¢ strettamente connessa a quella dei linfociti T attraverso numerose e
complesse interazioni. L’analisi delle sottopopolazioni linfocitarie T nella coorte di
pazienti analizzati, ha evidenziato un aumento significativo dei linfociti T granulati
(CD3+CD57+) nel gruppo con fenotipo complicato. L’espansione di questa
popolazione linfocitaria rientra tra i disturbi linfoproliferativi associati alla IDCV,
sia come proliferazione policlonale sia, in alcuni casi, oligo- o monoclonale, inoltre
risulta associata ad una maggiore incidenza di splenomegalia, citopenia ed
autoimmunita (36). Il possibile ruolo di questa popolazione cellulare nella
fisiopatologia delle malattie cardiovascolari non € tuttavia noto e potrebbe meritare

ulteriori approfondimenti.
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Successivamente sono stati presi in esame i dati relativi al profilo metabolico, per
valutare se le differenze immunologiche tra i due gruppi potessero avere
ripercussioni in questo ambito. Per valutare una eventuale differenza tra i gruppi in
relazione al profilo lipidico, sono stati esclusi dalle analisi 1 pazienti in terapia
ipolipemizzante. 1 due gruppi (Infection only e Complicati) sono risultati
comparabili per quanto riguarda i principali fattori di rischio cardiovascolare ad
eccezione dei livelli sierici di colesterolo totale, colesterolo HDL ed emoglobina
glicata, che sono risultati significativamente inferiori nel gruppo di pazienti con
fenotipo complicato rispetto al gruppo infection only. Essendo I’ipercolesterolemia
associata ad un aumentato rischio di insorgenza di eventi cardiovascolari, si
potrebbe ipotizzare che 1 soggetti con fenotipo clinico complicato possano essere
potenzialmente meno suscettibili allo sviluppo di aterosclerosi e che, al contrario,
un fenotipo clinico meno grave, si associ ad un profilo di rischio cardiovascolare
maggiore. Tuttavia, i livelli di LDL risultano comparabili nei due gruppi ed i livelli
di HDL, sebbene significativamente minori nel gruppo con fenotipo complicato,
risultano comunque nel range di normalita. Non ¢ stata inoltre rilevata un’effettiva
differenza di eventi cardiovascolari, pur assenti nei pazienti con fenotipo III; cio €

tuttavia attribuibile, in prima ipotesi, alla scarsa numerosita campionaria.

Allo scopo di approfondire i1 dati ottenuti, ¢ stato ripetuto lo stesso confronto
suddividendo ulteriormente i pazienti secondo la tipologia di complicanza osservata
(fenotipo Chapel I: infection only, fenotipo Chapel II: autoimmunita, fenotipo
Chapel III: linfoproliferazione, fenotipo Chapel IV: enteropatia). I risultati ottenuti
hanno confermato la tendenza gia osservata precedentemente, dimostrando una
riduzione significativa dei livelli di colesterolo totale, un aumento dei fenomeni di
autoimmunita nel gruppo di pazienti con fenotipo Chapel II ed una aumentata
frequenza nell’uso di terapia immunosoppressiva da parte dei pazienti nei gruppi
con fenotipo Chapel II e III. Tale dato era del resto atteso, considerando che questi
pazienti sono quelli che presentano complicanze di tipo autoimmunitario e
linfoproliferativo.

Considerato che le differenze piu rilevanti sono state riscontrate tra il fenotipo

Chapel I e i fenotipi complicati Chapel II e III, che i dati emersi da questi ultimi
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due sottogruppi sono sostanzialmente sovrapponibili e che vi ¢ un numero
significativo di pazienti in cui 1 due fenotipi clinici coesistono, si ¢ deciso di
accorpare i due sottogruppi Chapel II e III in un unico gruppo per le analisi
successive.

Confrontando il fenotipo Chapel I con il fenotipo Chapel II e/o III e fenotipo Chapel
IV, sempre escludendo i1 pazienti in terapia ipolipemizzante, ¢ emersa una riduzione
significativa dei livelli di colesterolo totale nel gruppo con fenotipo complicato
Chapel II e/o III, confermando i riscontri gia osservati in precedenza. E inoltre
opportuno sottolineare che i pazienti con fenotipo Chapel IV sono caratterizzati da
enteropatia che pud essere protidodisperdente e possono presentare
malassorbimento, motivo per cui i dati metabolici relativi a questo sottogruppo di
pazienti risultano meno valutabili. Per tale motivo ci si ¢ quindi soffermati
soprattutto sul confronto tra fenotipo Chapel I e Chapel II e/o III. E’ stato deciso di
eseguire un’analisi post-hoc LSD, per confrontare i pazienti con fenotipo Chapel I
con il gruppo di pazienti con fenotipo Chapel II e/o I1I. Questa analisi ha dimostrato
livelli significativamente piu bassi di colesterolo totale e anche di LDL nei pazienti
con fenotipo II e/o III confermando un fenotipo metabolico apparentemente piu

favorevole nei pazienti con fenotipo complicato.

Un altro dato interessante emerso dal confronto tra i pazienti con fenotipo non
complicato e complicato riguarda i livelli di emoglobina glicata, che sono risultati
significaticamente maggiori nel gruppo di pazienti con fenotipo non complicato,
sebbene il valore medio di 41 mmol/mol non rientri nel range patologico per la
diagnosi di diabete (che parte da 48 moml/mol). Inoltre, al netto della terapia
ipoglicemizzante, 1 pazienti con fenotipo [ presentano anche livelli
significativamente piu alti di glicemia. Per quanto nel range di normalita, questi
pazienti sembrano quindi presentare una intolleranza glucidica che pud denotare
una condizione prediabetica. A conferma di questa ipotesi, si osserva una maggior
frequenza, seppur non significativa, di casi di diabete nel gruppo di pazienti con
fenotipo infection only, nonostante una minor frequenza nell’'uso di farmaci
glucocorticoidi rispetto ai pazienti con fenotipo complicato. Questi dati potrebbero
indicare una aumentata resistenza all’insulina, sebbene BMI e circonferenza vita
non si siano dimostrati diversi nei due gruppi di pazienti. Una possibile

interpretazione di questi dati risiede nel fatto che, come riportato in un recente
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lavoro (135), la terapia con immunoglobuline G sembra essere in grado di modulare
la funzione endoteliale stimolando la produzione di ossido nitrico (NO) da parte
delle cellule endoteliali. Inoltre, le I[gG sembrano aumentare la sensibilita periferica
all’insulina con un meccanismo non del tutto chiarito. Potrebbe essere dovuto sia
all’aumento di NO, che comporta un maggiore afflusso di sangue e quindi di
insulina e glucosio a livello dei muscoli, sia ad un miglioramento dell’endocitosi
endotelio-mediata, che favorisce il transito di insulina dal lume dei vasi allo spazio
interstiziale, rendendola cosi piu disponibile ai tessuti periferici. Quindi, il gruppo
di pazienti con fenotipo complicato, partendo da livelli piu bassi di Ig alla diagnosi
e, di conseguenza, seguendo un regime terapeutico con Ig a dosi piu elevate,
potrebbe avere una migliore funzione endoteliale ed una migliore sensibilita
insulinica, che si rifletterebbe in minori livelli di glicemia ed emoglobina glicata.
Si deve inoltre tenere in considerazione che la maggior parte di questi pazienti non
fa un uso cronico di terapia steroidea, ma il piu delle volte ne ha fatto uso transitorio
per trattare fenomeni di autoimmunita come citopenia autoimmune o in presenza di
GLILD, quindi con una durata di terapia steroidea limitata che & poi stata
eventualmente sostituita da terapia immunosoppressiva. Di contro, pazienti con
fenotipo infection only affetti da asma, BPCO e bronchiectasie potrebbero fare
spesso uso di cicli di steroide per esacerbazioni acute della malattia respiratoria
sottostante, e quindi essere esposti per periodi piu prolungati agli effetti collaterali

dei glucocorticoidi.

Per approfondire le eventuali conseguenze del diverso profilo bioumorale in ambito
metabolico, ¢ stata avviata un’analisi in vivo sino ad oggi effettuata su un numero
limitato di pazienti, con lo scopo di valutare 1’esistenza di un danno vascolare
predittivo per eventi cardiovascolari. Non sono al momento emerse differenze
significative tra i due gruppi, probabilmente a causa della ridotta numerosita e della
giovane eta dei pazienti analizzati. L ’eta media dei pazienti del gruppo con fenotipo
infection only risulta di 56,0 anni, mentre quella del gruppo con fenotipo complicato
¢ di 51,7 anni. Le metodiche utilizzate per 1’analisi, per quanto sensibili, non sono
in grado di rilevare delle alterazioni che all’eta dei pazienti considerati potrebbero
essere assenti o minime. Inoltre, potrebbe essere utile confrontare i dati ottenuti con

un gruppo di controllo costituito da pazienti sani dal punto di vista immunologico.

86



L’obiettivo futuro resta dunque quello di seguire questi pazienti nel tempo in modo
tale da poter osservare eventuali modificazioni dei parametri cardiovascolari che
potrebbero determinare una modifica del rischio cardiovascolare ed eventualmente

includere nel confronto anche una coorte di pazienti sani.

Sulla base delle differenze emerse tra 1 vari fenotipi clinici relativamente al profilo
immunologico e metabolico dei pazienti con IDCV, si ¢ infine cercata una possibile
spiegazione funzionale e immunologica che possa in qualche modo spiegare le
differenze osservate in termini di profilo metabolico tra i vari gruppi di pazienti. Ci
siamo quindi focalizzati sulle popolazioni di linfociti B e linfociti T granulati. Per
quanto riguarda questi ultimi, ad oggi non ci sono dati disponibili, quindi ulteriori
studi dovranno essere condotti in futuro. Per quanto concerne i linfociti B, recenti
studi condotti nell’ambito della sclerosi sistemica suggeriscono che la
sottopopolazione di linfociti B CD21low potrebbero essere implicati nella
fisiopatogenesi del danno vascolare e potrebbero quindi essere utilizzati come
marker predittivo di danno cardiovascolare (28) (29). Nella nostra coorte, al
contrario, questa sottopopazione di linfociti B risulta essere aumentata proprio nei
pazienti con il miglior profilo metabolico, potendosene quindi ipotizzare un ruolo
direttamente od indirettamente protettivo in ambito vascolare. Sulla base dei dati
presenti in letteratura (97), € stato pertanto ipotizzata la presenza di un meccanismo
diretto di protezione esercitato dai linfociti B, possibilmente basato sull’espressione
di alcuni tipi di recettore coinvolti nel meccanismo fisiopatologico
dell’aterosclerosi come il recettore per LDL (LDLr) ed il recettore dei
mineralcorticoidi (MR). Per questo motivo, ipotizzando che ci possa essere un
punto di incontro tra il sistema immunitario e la regolazione del metabolismo, con
I’intento di comprendere se 1’espressione del recettore si associa ad un determinato
fenotipo clinico di malattia e ad uno specifico pattern metabolico, ¢ stata valutata e
confrontata I’espressione genica di LDLr e di MR espressi dai linfociti B di pazienti
con fenotipo complicato e non complicato. Da questa valutazione, ancorché
preliminare, non sono emerse differenze statisticamente significative tra il gruppo
di pazienti con fenotipo infection only e con fenotipo complicato. Tuttavia, seppure
senza raggiungere la significativita statistica, livelli di espressione di LDLr
leggermente superiore sono stati riscontrati nel gruppo con fenotipo complicato.

Questo potrebbe in parte spiegare i livelli inferiori di colesterolo riscontrati in
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questo gruppo di pazienti. Un ragionamento inverso si puo fare per quanto riguarda
il recettore MR che risulta diminuito ai limiti della significativita (p = 0,0539) nel
gruppo di pazienti con fenotipo complicato. In questo caso I’espressione del MR da
parte dei linfociti B potrebbe contribuire alla patogenesi dell’ipertensione ma,
essendo espresso in minore quantita, questo gruppo di pazienti potrebbe essere
meno prono all’insorgenza di ipertensione ed eventi cardiovascolari. Cio
nonostante, il ruolo di MR nei linfociti B rimane ancora non del tutto chiarito ed
ulteriori studi in tal senso risultano necessari. Inoltre, ulteriori studi sono in
programma per indagare anche il ruolo di altri recettori potenzialmente coinvolti
nel meccanismo di interazione tra il metabolismo ed il sistema immunitario, come
gli scavenger receptor (SR) che sembrano implicati nella clearance delle oxLDL

(97).

5.1.LIMITI DELLO STUDIO

Trattandosi di uno studio monocentrico su una popolazione affetta da patologie
rare, ¢ stato preso in considerazione un campione di pazienti numericamente
limitato. Inoltre, I’arruolamento dei pazienti ha incluso varie tipologie di deficit
anticorpale primitivo, caratterizzate da diversi gradi di severita del difetto
funzionale dei linfociti B. Le analisi si sono poi concentrate essenzialmente sulla
popolazione di pazienti con immunodeficienza comune variabile, per considerare
un campione piu omogeneo, riducendo perd ulteriormente la numerosita
campionaria.

Sebbene sia stata riscontrata una differenza significativa di alcuni parametri relativi
al profilo lipidico e dell’emoglobina glicata tra diversi gruppi con fenotipi clinici
differenti, la numerositd campionaria non ha consentito, ad oggi, di identificare
ulteriori e piu specifiche associazioni tra il profilo immunologico ed il profilo di
rischio cardiovascolare. Un ulteriore limite consiste nell’assenza, al momento, di
una popolazione di controllo sana dal punto di vista immunologico.

Per quanto riguarda le misurazioni in vivo del quadro cardiovascolare, il numero
dei pazienti esaminati ¢ limitato e I’etd mediamente giovane dei soggetti potrebbe
impedire di identificare alterazioni del versante cardiovascolare che non si sono

ancora sviluppate o che al momento rimangono subcliniche.
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5.2.CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

Al momento non esistono evidenze relative ai processi di aterosclerosi e danno
vascolare in pazienti affetti da immunodeficienza primitiva anticorpale e i dati sulla
mortalita e morbilita cardiovascolare in queste patologie risultano scarsi. Mancano
quindi evidenze che permettano di definire i tempi e le modalita di un eventuale
follow up cardiovascolare in questa tipologia di pazienti. I dati ottenuti da questo
studio suggeriscono che specifici fenotipi clinici di malattia potrebbero associarsi,
in senso protettivo o meno, a profili di rischio cardiovascolare diversi a seconda
delle alterazioni immunopatologiche tipiche dell’immunodeficienza primitiva.
Sebbene 1 dati non siano sufficienti per trarre delle conclusioni definitive, risulta
evidente la necessita di ulteriori studi clinici con lo scopo di indagare in modo piu
approfondito il ruolo delle malattie cardiovascolari nel corso delle
immunodeficienze primitive come I’immunodeficienza comune variabile al fine di
comprendere meglio la fisiopatologia dell’aterosclerosi anche nei pazienti
immunocompetenti. In tal senso, 1 dati relativi alle sottopopolazioni linfocitarie T e
B offrono degli spunti di riflessione riguardo al loro possibile ruolo nella
fisiopatologia delle malattie cardiovascolari e pongono le basi per ulteriori studi
che prendano in considerazione la ricerca di nuovi bersagli terapeutici per la
prevenzione e il trattamento delle patologie cardiovascolari. Sempre in quest’ottica,
sarebbe senz’altro utile ampliare la casistica di pazienti analizzati ed includere negli
studi un controllo costituito da individui sani dal punto di vista immunologico con
fattori di rischio cardiovascolare comparabili, in modo da poter meglio definire il
ruolo dei diversi fattori di rischio nell’andamento della patologia cardiovascolare
evitando eventuali fattori confondenti. Si potrebbero inoltre ottenere ulteriori dati,
disegnando uno studio prospettico che tenga monitorate nel tempo tutte le variabili
analizzate in modo tale da configurare un quadro pit completo dei pazienti con
immunodeficienza primitiva.

Queste ulteriori informazioni potranno contribuire ad individuare potenziali nuovi
target terapeutici nell’ambito delle patologie cardiovascolari. Consentiranno,
inoltre, di comprendere se queste possano essere occasionali comorbidita
dell’immunodeficienza  oppure  essere parte del fenotipo  clinico

dell’immunodeficienza di base, necessitando quindi di uno specifico follow up.
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