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Scopo della tesi. 

 

Il timoma è un raro tumore umano, originante dalle cellule 

epiteliali timiche, caratterizzato da una notevole associazione con 

disturbi del sistema immune che includono patologie autoimmuni e 

una severa forma di immunodeficienza. Gli aspetti immunobiologici 

associati ai timomi rendono questa patologia un modello unico per lo 

studio del ruolo del timo e dell’omeostasi linfocitaria in individui 

adulti. In particolare, in circa il 10% dei casi di timoma, i pazienti 

sviluppano  un’immunodeficienza severa caratterizzata da infezioni 

ricorrenti, principalmente a carico dell’apparato respiratorio, che 

possono rivelarsi letali per il paziente. Questa condizione patologica, 

nota come sindrome di Good, rappresenta ancora oggi una condizione 

a patogenesi non definita.  

Lo scopo di questo studio è stato quello di definire gli aspetti 

patogenetici dell’immunodeficienza associata a timoma, 

caratterizzando una coorte di 50 pazienti, dei quali sono stati valutati 

lo stato e la funzionalità del sistema immunitario sia con metodiche di 

analisi convenzionali che con approcci molecolari più avanzati.  



Introduzione 

 

Il sistema immunitario rappresenta il principale meccanismo di 

difesa dell’organismo contro i patogeni, accanto alle barriere chimiche e 

fisiche rappresentate dalla pelle e dalle mucose. Gli organi e le cellule che 

lo compongono garantiscono una risposta rapida, efficace e in molti casi 

completamente protettiva verso i numerosi microorganismi, quali batteri, 

virus, funghi e parassiti eucarioti, potenzialmente patogenici, con cui siamo 

costantemente a contatto1,2. Classicamente, si parla di due tipi di immunità, 

una deputata al riconoscimento di motivi molecolari conservati, e l’altra al 

riconoscimento specifico di strutture molecolari altamente variabili3. 

Queste due componenti del sistema immunitario sono chiamate innata e 

adattativa, rispettivamente4,5. La risposta immunitaria da parte 

dell’immunità adattativa generalmente segue quella innata, così come è 

accaduto durante l’evoluzione6. 

L’immunità innata e quella adattativa differiscono sia nelle modalità 

di riconoscimento dei patogeni che nella capacità di rispondere a 

successive stimolazioni. Contrariamente alla risposta innata,  la risposta 

adattativa è generata in modo da indurre e mantenere la memoria 

immunitaria, caratteristica su cui si basano le vaccinazioni. La risposta 

adattativa coinvolge i linfociti T e B, che, attraverso i loro recettori (TCR, 

T cell receptor e BCR, B cell receptor) riconoscono i peptidi antigenici. 

Questi recettori sono generati tramite riarrangiamenti somatici del DNA 

che garantiscono la formazione di una molecola unica per ogni singolo 

clone linfocitario. L’espansione di un clone linfocitario in seguito 

all’incontro con l’antigene garantisce il mantenimento della memoria 



immunitaria e la maggiore rapidità delle successive risposte ad un 

determinato patogeno7,8,9. 

I linfociti B e i T originano nel midollo osseo da un precursore 

linfocitario comune, ma mentre le cellule  B completano il loro sviluppo 

nel midollo osseo, dal quale escono come linfociti maturi, i precursori delle 

cellule T migrano nel timo, che rappresenta così il sito primario della 

linfopoiesi T10. 

 

Struttura e funzioni del timo. 

 Il timo è un organo bilobato situato nel mediastino anteriore; ogni 

lobo è suddiviso da setti fibrosi in molteplici lobuli, formati da una zona 

corticale esterna ed una zona midollare interna. La zona corticale è 

composta da un denso agglomerato di linfociti T, mentre la zona midollare, 

più chiara alla colorazione con ematossilina e eosina, è meno densamente 

popolata da linfociti3.  Disseminate in tutto il tessuto timico si trovano 

cellule epiteliali (stroma timico4), macrofagi e dendritiche, presenti 

soprattutto nella zona midollare. Nella zona midollare si ritrovano i 

corpuscoli di Hassal, formati da cellule epiteliali strettamente 

impacchettate. Il timo possiede una ricca vascolarizzazione, nonché vasi 

linfatici efferenti che portano ai linfonodi mediastinici3. 

 Durante lo sviluppo embrionale, dal foglietto endodermico prende 

origine un rudimentale abbozzo timico11, che viene rapidamente 

colonizzato da cellule di origine ematopoietica, tra cui cellule dendritiche, 

macrofagi e precursori dei timociti3. Lo studio dei modelli murini ha 

permesso di identificare nel fattore trascrizionale FoxN1 uno dei regolatori 

chiave nello sviluppo del timo: FoxN1 correla con lo stato di 

specializzazione delle cellule epiteliali timiche (TEC, thymic epithelilal 

cells) ed è necessario per il reclutamento dei precursori dei linfociti e per 



l’ulteriore specializzazione celle TEC corticali e midollari12,13,14. La 

proliferazione delle TEC midollari è guidata, tra gli altri fattori, dal fattore 

di crescita dei fibroblasti (FGF)-7, noto anche come fattore di crescita dei 

cheratinociti12, e dal recettore per la linfotossina beta (LTβR)15.  

 Poco si conosce delle chemochine che regolano il reclutamento dei 

precursori dei timociti al timo prima della nascita, ma nei topi knock-out 

per CCR7 e CCR9 si osservano alterazioni nello sviluppo del timo e nel 

reclutamento dei pre-timociti12, suggerendo che, come nella vita post-

natale, questi recettori per le chemochine guidino il movimento dei 

progenitori delle cellule T verso il timo e, attraverso la zona corticale, fino 

alla midollare timica16. 

 Come mostra la figura 1, i precursori delle cellule T arrivati nel timo 

vanno incontro ad una serie di processi di differenziamento ben 

documentati, che sono tipicamente definiti basandosi sull’espressione in 

membrana delle molecole CD4 e CD8. I timociti sono inizialmente doppi 

negativi (DN) CD4- CD8-, poi diventano doppi positivi CD4+ CD8+ (DP), 

e infine cellule singolo-positive (SP), CD4+ o CD8+11, 18. Lo stadio di DN 

può essere ulteriormente suddiviso sulla base dell’espressione delle 

molecole CD25 e CD44. Recenti evidenze mostrano come il movimento 

dei linfociti sia tutt’altro che lineare: i progentori linfoidi entrano nel timo a 

livello della giunzione cortico-midollare, migrano verso la corteccia 

esterna, e infine ritornano alla zona midollare dove vanno incontro ai 

processi di selezione positiva e negativa19. 

  I processi di selezione positiva e negativa94, necessari ad un corretto 

sviluppo dei linfociti, si basano rispettivamente sul riconoscimento delle 

molecole del complesso maggiore d’istocompatibilità (MHC) e sul 

riconoscimento dei complessi formati da molecole MHC e da peptidi 

autologhi2. Il primo processo è mediato dalle cellule epiteliali timiche, 



mentre nel secondo sono coinvolte principalmente le DC e i macrofagi.  La 

selezione positiva assicura che tutte le cellule T mature siano in grado di 

riconoscere le molecole MHC autologhe, e di rispondere ai peptidi 

derivanti dai patogeni presentati su queste molecole. La selezione negativa, 

invece, elimina le cellule autoreattive e rappresenta il principale 

meccanismo di induzione della tolleranza centrale1. 

 Durante la maturazione timica, i precursori dei linfociti T 

riarrangiano il loro DNA al livello dei locus genici per le catene del 

recettore delle cellule T (TCR)1. I segmenti genici del TCR sono 

organizzati in maniera simile a quelli delle immunoglobuline (Ig). Le 

regioni codificanti per il TCR, così come quelle delle immunoglobuline, 

vanno incontro a sostanziali processi di riarrangiamento genico nel corso 

del processo differenziativo utilizzando enzimi e meccanismi comuni1. Il 

meccanismo che porta al riarrangiamento di ricombinazione é simile a 

quello dei geni per le Ig, infatti nel locus TCR si ritrovano le stesse 

sequenze conservate di sette e nove nucleotidi adiacenti alle regioni V, D e 

J e gli spaziatori di dodici o ventitrè nucleotidi, descritti inizialmente per le 

immunoglobuline. L'alta variabilità degli eterodimeri TCR93 viene 

assicurata dall'utilizzo di differenti segmenti genici V, D e J, diversamente 

combinati tra loro, dall'appaiamento casuale delle catene α/β e dall'attività 

della deossiribonucleotidil-tranferasi terminale (TdT) che aggiunge 

nucleotidi in maniera casuale nelle regioni di giunzione.  

L’attività timica può essere valutata misurando la percentuale di 

linfociti naive, neo-emigrati dal timo (RTE, Recent Thymic Emigrants)2. 

Classicamente, i linfociti naive sono stati identificati e distinti dai linfociti 

della memoria (memory) sulla base dell’espressione delle isoforme della 

molecola CD45, prodotte in seguito a splicing alternativo2. In particolare, le 

cellule naive sono state definite CD45RA+, e le memory CD45RO+. 



Successivamente, è stato proposto l’utilizzo combinato di altri marcatori di 

superficie, come CCR727, CD62L 28, e, specialmente per la determinazione 

dei linfociti CD8 naive, la valutazione dell’espressione delle molecole 

CD2729,31, CD2833,29, CD732 e CD11a29,30,. L’analisi più fine del fenotipo 

delle cellule naive è stata resa necessaria dell’evidenza che i linfociti CD8 

effettori, cioè quelli che sono attivati in risposta ad un antigene, continuano 

ad esprimere CD45RA, ma a differenza delle cellule naive perdono i 

marcatori CD62L, CD27 e CD28, mentre esprimono ad alti livelli CD11a29, 

30, 31. 

La misurazione dell’output timico può essere effettuata anche 

misurando i TREC34, 35, 36 (TCR delta exicision circle), che sono dei 

frammenti di DNA circolare  escissi durante il riarrangiamento dei geni 

della catena α del TCR. Questi frammenti non sono replicati con il DNA 

genomico, e la misura quantitativa del numero di TREC in una popolazione 

linfocitaria è un indice del numero di cicli di proliferazione cui sono andate 

incontro le cellule36. 

Con l’età, la perdita graduale della struttura e della funzionalità timica 

(involuzione timica) causa un declino nel numero di linfociti maturi emessi 

dal timo, e quindi una riduzione delle cellule T naive in periferia21, 22. Nei 

soggetti sani generalmente questo non è causa di patologie, mentre  

possono sorgere problemi in soggetti con immunodeficienze secondarie a 

chemio- o radioterapie, od ad infezione da HIV12. E’ stato proposto che al 

mantenimento del pool di linfociti periferici contribuiscano, in maniera 

dipendente dall’età, le RTE e i linfociti già presenti in periferia, che vanno 

incontro a proliferazione omeostatica 23. Le cellule T generate dalla 

timopoiesi hanno un repertorio TCR completo, virtualmente capace di 

rispondere a qualsiasi antigene. Di contro, la proliferazione periferica dei 

linfociti già presenti potrebbe portare all’espansione di repertori TCR pre-



esistenti24-26. In assenza di un’attiva timopoiesi, l’espansione periferica dei 

linfociti T viene favorita23. La proliferazione omeostatica è favorita dalla 

presenza di IL-7, che in soggetti sani favorisce il mantenimento di un pool 

di linfociti naive e di un pool di linfociti della memoria, mentre in soggetti 

linfopenici induce, accanto alla proliferazione delle cellule della memoria, 

la proliferazione e il differenziamento delle naive in linfociti memory, 

sbilanciando a favore di questi ultimi la composizione dei linfociti 

circolanti37.  

 

Tumori timici e Timoma. 

 I tumori timici comprendono i carcinomi timici, più aggressivi, e i 

timomi, che hanno una prognosi più favorevole38. Generalmente originano 

dalle cellule epiteliali, piuttosto che dalle cellule linfoidi39. Si possono 

distinguere tre gruppi di tumori timici: i timomi, che non hanno 

caratteristiche citologiche di malignità40; un gruppo intermedio, che 

identifica i tumori solitamente chiamati “carcinomi timici ben differenziati” 

(Well Differentiated Thymic Carcinomas, WDTC), che hanno le 

caratteristiche organotipiche dei timomi ma possono presentare atipia e 

figure mitotiche41; e i carcinomi timici, che hanno molte figure mitotiche e 

altri segni citologici di malignità42.  

 I carcinomi timici rappresentano un piccolo (10%) gruppo di tumori 

timici, ben distinto dai timomi. Sono generalmente sintomatici a causa 

dell’invasione a danno dei tessuti circostanti43, di solito non si associano 

alla presenza di Myasthenia Gravis (MG), e sono più aggressivi rispetto ai 

timomi44. 

La classificazione dei WDTC come gruppo a sé stante è 

controversa38, per le loro caratteristiche a metà strada tra i timomi e i 



carcinomi timici. I tassi di sopravvivenza sono simili a quelli dei carcinomi 

timici45, mentre la Myasthenia gravis è spesso presente, come nei timomi43. 

La grande maggioranza dei timomi è invece composta da tumori 

citologicamente blandi, con una prognosi più favorevole rispetto ai 

carcinomi timici38. Sono state proposte molte classificazioni istologiche, 

ma raramente correlano con il quadro clinico. La classificazione più recente 

è quella proposta dall’Organizzazione Mondiale della Sanità46. Questo 

sistema suddivide i tumori timici in 6 sottogruppi (A, AB, B1, B2, B3, e 

C). I tumori di tipo A sono composti da cellule epiteliali fusate senza segni 

di atipia. I tumori di tipo AB sono simili al tipo A, ma presentano foci di 

linfociti neoplastici. I tumori di tipo B sono composti da cellule epitelioidi, 

e sono suddivisi in tre sottotipi a seconda della proporzione tra cellule 

epiteliali e linfoidi. I tumori di tipo C sono i carcinomi timici. 

Il sistema di stadiazione più comunemente accettato è quello 

proposto da Masaoka47, che prevede sei stadi (I, IIa, IIb, III, IVa, IVb) e si 

basa sull’invasione macro- o microscopica nelle strutture del mediastino. I 

tumori allo stadio I sono capsulati e non presentano segni di invasività; 

quelli allo stadio IIa presentano invasioni macroscopiche nel tessuto 

adiposo circostante o nella pleura, mentre quelli allo stadio IIb presentano 

micro-invasioni.  Lo stadio III è caratterizzato da invasioni macroscopiche 

negli organi vicini, e agli stadi IVa e IVb si osservano metastasi 

rispettivamente pleuriche o pericardiche, oppure ematiche e linfatiche38. 

L’incidenza del timoma è simile nei maschi e nelle femmine, e l’età 

di comparsa è piuttosto varia, anche se c’è un picco tra la terza e la quarta 

decade di vita38. Circa un terzo dei pazienti è asintomatico, mentre gli altri 

possono presentare sintomi legati alla massa intratoracica, oppure avere 

una sintomatologia sistemica, o sintomi legati alla MG48, 49. 



I timomi sono associati a varie sindromi paraneoplastiche, 

generalmente di natura autoimmune50,51. La Myasthenia Gravis è la più 

comune di queste, e si ritrova in circa il 45% dei pazienti con timoma52. 

L’aplasia eritroide53,54 (Pure Red Cell Aplasia, PRCA) e 

l’ipogammaglobulinemia70, 55, 56, 57, 58 si ritrovano in circa il 5-10% dei 

pazienti. Altre condizioni, come la polimiosite62, il Lupus eritematoso 

Sistemico61, l’artrite reumatoide63, la tiroidite59, la colite ulcerosa64, sono 

state descritte in pazienti con timoma ma sono meno frequenti. Altri studi 

hanno descritto la presenza contemporanea di altri tumori secondari al 

timoma60. Al timoma si associano diverse alterazioni del sistema 

immunitario, come l’inversione del rapporto CD4/CD8 e l’aumento dei 

linfociti T CD8+ CD45RA+86. I timomi sono inoltre in grado di generare 

cellule T mature87. Recentemente, da due gruppi diversi sono state descritte 

diminuzioni del numero di linfociti T regolatori (Treg) CD4+ CD25+ 

intratimici95,96 in pazienti con timoma e MG: la perdita selettiva delle Treg 

potrebbe essere correlata all’insorgenza delle patologie autoimmuni 

associate al timoma. 

La diagnosi di timoma è basata sull’osservazione radiografica di una 

massa nel mediastino anteriore (figura 2). Generalmente questo è 

sufficiente per porre diagnosi di timoma, mentre è necessaria una biopsia 

quando ci siano i sintomi di un linfoma o sia necessario un trattamento 

chemioterapico prima della rimozione chirurgica del tumore38. 

Recentemente, è stato dimostrato che la scansione con l’octreotide 

garantisce una specificità del 100%65. 

La rimozione chirurgica è il principale trattamento per il timoma, 

perchè la maggioranza (90-95%) di questi tumori è ben localizzata. La 

resezione completa del timo è giustificata perchè rappresenta il fattore 

prognostico più rilevante38. 



La sopravvivenza a 5 anni è piuttosto buona, indipendentemente 

dallo stadio del tumore, mentre a 15 anni scende dall’80% all’8% a seconda 

dello stadio (dal I al IV, rispettivamente)38. 

La relativa scarsa frequenza dei timomi, e la mancanza di linee 

cellulari umane di timoma hanno reso difficile l’analisi genetica di questi 

tumori. Studi recenti, tuttavia, dimostrano l’esistenza di una correlazione 

tra lo stadio del tumore e l’aumento dell’espressione di determinati geni, 

come c-Jun66 (associato ad un aumento della proliferazione), Arg e 

DAP367(associati alla resistenza alle radiazioni ionizzanti). Sono state 

riportate anche alterazioni cromosomiche, come duplicazioni67, delezioni68 

e traslocazioni69. 

 

La Sindrome di Good  

Un’associazione tra timoma e immunodeficit è stata descritta per la 

prima volta nel 1956 da Robert A. Good, che riportò il caso clinico di 

un’ipogammaglobulinemia secondaria a timoma70, 71. Il paziente descritto 

da Good fu sottoposto a rimozione del timo, e l’analisi istologica rivelò la 

presenza di cellule epiteliali “fusate” (figura 2), completamente differenti 

dal tessuto timico normale. Accanto all’ipogammaglobulinemia, il paziente 

presentava altri deficit collegati all’immunità cellulare, che non vennero 

risolti dalla timectomia. L’osservazione di un’associazione tra anormalità 

timica e immunodeficienza portò il gruppo di Good ad approfondire gli 

studi sul timo, in pazienti e in modelli murini, per chiarirne il ruolo nel 

sistema immunitario72. 

La definizione di questa sindrome è ancora piuttosto controversa, e 

nonostante sia riconosciuta come un’entità distinta dall’Organizzazione 

Mondiale della Sanità73, non esistono ancora criteri formali per la 

diagnosi57. In pazienti con timoma, l’incidenza dell’ipogammaglobulinemia 



oscilla tra il 6 %e l’11%50,51. Le cause e la patogenesi di questa sindrome 

non sono ancora note, anche se ci sono alcune evidenze che supportano 

l’ipotesi che il difetto principale possa essere nel midollo osseo (arresto 

dello sviluppo delle cellule pre-B, alterata maturazione dei precursori 

linfoidi).  

La patologia insorge generalmente in un’età compresa tra la quarta e 

la quinta decade, con una frequenza simile tra maschi e femmine. La 

sindrome di Good può presentarsi anche nei bambini, anche se è un evento 

piuttosto raro74. L’immunodeficit può precedere o seguire la diagnosi di 

timoma75,76. La diagnosi iniziale, come per il timoma, può derivare 

dall’osservazione di una massa nel mediastino anteriore,che può essere 

asintomatica o essere accompagnata da tosse, dolore al petto, disfagia, 

dispena77.  

Tra le infezioni cui vanno incontro i pazienti con sindrome di Good, 

le più comuni sono quelle polmonari da batteri capsulati75. Il quadro clinico 

osservato è simile a quello riscontrato in pazienti con immunodeficienza 

comune variabile (CVID, common variable immune deficiency)78. I 

pazienti inoltre possono presentare infezioni del tratto genito-urinario e 

della pelle75. Contrariamente a quanto accade nella CVID, non solo 

l’immunità umorale è compromessa, ma anche quella cellulo-mediata, 

come dimostra l’insorgenza di infezioni da citomegalovirus76. Sono state 

descritte anche infezioni da herpes simplex79, varicella zoster74, e polmonite 

da Pneumocystis carinii50. 

Nei pazienti con sindrome di Good, come nei pazienti con timoma, si 

può riscontrare la presenza di patologie autoimmuni (myasthenia gravis, 

aplasia eritroide, anemia perniciosa, diabete mellito, e trombocitopenia 

idiopatica)73. 

I patogeni più comunemente ritrovati in pazienti con sindrome di 



Good sono batteri capsulati, come Haemophilus influenzae e Streptococcus 

pneumoniae, Pseudomonas spp, Klebsiella spp75. Le infezioni micotiche 

sistemiche invece non sono caratteristiche di questa patologia. Per quanto 

riguarda le infezioni virali, il patogeno più comunemente ritrovato è il 

CMV. 

La principale alterazione a livello del sistema immunitario è 

l’ipogammaglobulinemia: quasi tutti i pazienti hanno livelli ridotti di IgG, 

IgA e IgM sieriche80. Non ci sono però in letteratura dati sulla riduzione di 

anticorpi specifici verso antigeni di richiamo. Come nel timoma, anche 

nella sindrome di Good si riscontra l’inversione del rapporto CD4/ CD878. 

Studi sull’immunità cellulo-mediata, quali l’anergia cutanea a due o più 

antigeni di prova, o il rigetto ritardato di trapianti di pelle, hanno 

sottolineato come nella sindrome di Good siano presenti anche deficit delle 

cellule T81, 82, 83, 84. L’analisi dell’immunità cellulare in pazienti con 

sindrome di Good ha rivelato che le infezioni opportunistiche, come quelle 

da CMV, possono essere riscontrate anche in pazienti con una conta 

linfocitaria superiore a quella osservata in pazienti con infezione da HIV75, 

88. Inoltre, casi clinici in letteratura mostrano come pazienti con sindrome 

di Good e infezione da CMV abbiano perso completamente la capacità di 

rispondere agli antigeni virali, pur conservando la capacità di rispondere ai 

mitognei policlonali come la fitoemoagglutinina (PHA)89,90. 

 La prognosi in pazienti con sindrome di Good è peggiore rispetto a 

quella di pazienti con CVID. La sopravvivenza a 5 anni dalla prima 

diagnosi di ipogammaglobulinemia è del 70% verso il 100%  dei pazienti 

con CVID, e a 10 anni è del 33% rispetto al 5% dei soggetti con CVID85. 

Le cause principali di morte sono le infezioni58, le patologie autoimmuni, o 

le complicazioni ematologiche. Il timoma stesso, che in ogni caso viene 

rimosso chirurgicamente, non sembra peggiorare la prognosi78.  



Pazienti, materiali e metodi. 

 

Pazienti. 

I campioni di sangue periferico e di midollo osseo, quando 

disponibile, sono stati raccolti in provette da emocromo con citrato di 

sodio come anticoagulante. Tutti i pazienti hanno fornito il loro 

consenso ad essere inseriti nello studio. Non tutti pazienti sono stati 

inseriti in tutte le analisi; il numero di pazienti per ogni tipo di studio è 

indicato nella didascalia della figura. I clinici dei pazienti sono 

riassunti nelle tabelle 1 e 4. L’istologia dei timomi è stata valutata 

secondo la classificazione dell’OMS (ref. 46), e la stadiazione del 

tumore secondo il criterio di Masaoka (ref. 60). I pazienti con una 

grave linfopenia (meno di 700 linfociti/mm3) sono stati esclusi dallo 

studio. Al momento del prelievo, i pazienti non erano in trattamento 

con farmaci immunosoppressivi. I pazienti sono stati considerati B 

linfopenici  se la conta dei linfociti B CD19+/mm3 era inferiore a 100, 

o la percentuale era inferiore al 6%. Campioni di sangue di soggetti 

sani, comparabili ai pazienti per sesso ed età, sono stati usati come 

controllo. Campioni di sangue di pazienti con immunodeficienza 

comune variabile (CVI) sono stati usati come controllo di patologia 

non correlata per l’analisi delle alterazione nei linfociti circolanti. 

Campioni di midollo osseo di pazienti con Lupus Eritematoso 

Sistemico, Mielodisplasia e Istiocitosi sono stati analizzati come 

controllo di patologia non correlata per l’analisi di Spectratyping nel 

midollo osseo. 

 

 



Analisi delle Immunoglobuline sieriche. 

Da campioni di sangue raccolti in provette senza anticoagulante è 

stato separato il siero mediante centrifugazione a 2000xg per 15 

minuti in una centrifuga da banco Allegra X-12R (Beckman Coulter, 

rotore SX 4750). I livelli di IgA, IgG e IgM sono stati misurati con un 

protocollo classico di nefelometria (Beckman Immunochemistry 

System; IgM, IgG and IgA test, Beckman Coulter, Milano, Italia). 

 

Separazione dei linfociti del sangue periferico e del midollo osseo. 

 I linfociti sono stati separati dal sangue periferico e midollare 

mediante centrifugazione a 1000xg per 25 minuti, senza freno,  su 

gradiente di Ficoll (Lymphoprep, densità 1.077 g/ml, Sentinel 

Diagnostic, Milano Italia) Le cellule mononucleate del sangue 

periferico (PBMC, peripheral blood mononuclear cells) così ottenute 

sono state quindi lavate 2 volte con PBS 1X  a 750xg per 5 minuti per 

allontanare il Ficoll e centrifugate ulteriormente a 150xg per 15 minuti 

per  allontanare le piastrine. I linfociti CD8+ e CD8- (prevalentemente 

CD4) sono stati isolati con tecniche immunomagnetiche, utilizzando 

sfere magnetiche coniugate con un anticorpo anti CD8 (Dynabeads 

CD8, Dynal, Oslo, Norvegia) secondo i protocolli consigliati per la 

deplezione.  

 

Citofluorimetria e sorting. 

Le analisi dell’immunofenotipo delle cellule del sangue periferico e 

del midollo osseo dei pazienti sono state effettuate utilizzando il 

citofluorimetro FACScalibur (Becton Dickinson, Milano, Italia), con 

il software CellQuest (Becton Dickinson). Per l’analisi 

citofluorimetrica a 3 o 4 colori, il sangue intero è stato incubato con 



pannelli di anticorpi monoclonali diretti verso gli antigeni di 

superficie. Dopo l’incubazione, gli eritrociti sono stati lisati 

utilizzando la FACS lysing solution (Becton Dickinson), secondo le 

istruzioni del produttore. I pannelli di anticorpi includono anti-CD3 

(clone UCHT1), anti-CD4 (RPA-T4), anti-CD8 (RPA-T8), anti CD16 

(3G8), anti CD19 (HIB19), anti CD56 (B159), anti CD45 (HI30) anti-

CD45RA (HI100) anti-CD10 (HI10a), anti-CD34 (581), tutti dalla 

Becton Dickinson (Milano, Italia). L’analisi citofluorimetrica a 6 

colori è stata effettuata su un citofluorimetro FACScanto (Becton 

Dickinson). I dati sono stati compensati ed analizzati utilizzando il 

software FlowJo (TreeStar, USA). I PBMC sono stati separati dal 

sangue periferco come descritto in “Separazione dei linfociti del 

sangue periferico”. 1 x 106 cellule sono state utilizzate per ogni 

colorazione Gli anticorpi monoclonali utilizzati sono: CD27 (O323), 

CD62L (DREG-56) dalla E-bioscience (San Diego, CA, USA), CD28 

(CD28.2), CD8 (RPA-T8), CD45RA PE (HI100) dalla Becton 

Dickinson, CD3 (UCHT1) dalla Beckman Coulter. Per la separazione 

dei linfociti T CD8+ naive ed effettori le cellule sono state separate ad 

alta velocità (>30.000 cellule/sec) in un citofluorimetro MoFlo 

(DakoCytomation, Milano, Italia). 

 

 

Estrazione dell’RNA e Spectratyping. 

L’RNA totale è stato estratto dai linfociti CD8+ e CD8- , separati 

magneticamente, utilizzando il TRIZOL (Invitrogen, Milano, Italia), 

secondo le istruzioni del produttore. In breve, le cellule sono state 

centifugate a 750xg e sul risospese in TRIZOL e cloroformio. Dopo 

una centrifugazione a 12000xg la soluzione si separa in una fase 



organica e una fase acquosa, che contiene l’RNA. Questa fase viene 

raccolta in una provetta nuova e l’RNA viene precipitato utilizzando 

isopropanolo freddo. L’RNA viene quindi lavato in etanolo al 75% e 

risospeso  in H2O trattata con DEPC (dietilpirocarbonato, Sigma, 

Milano, Italia) per inattivare le RNAsi.  

L’RNA dai linfociti naive (CD8+ CD45RA+ CD62L+ CD27+) ed 

effettori (CD8+ CD45RA+ CD62L- CD27-) è stato estratto con il kit 

RNaqueos 4 PCR (Ambion, Huntingdon, UK) per estrazioni di RNA 

da basso numero di cellule (da 1000 a 1*106 cellule). Il kit prevede 

l’utilizzo di una soluzione di lisi, il caricamento del lisato su una 

colonna che trattiene in maniera specifica l’RNA e la sua successiva 

eluizione. L’RNA è stato quantificato utilizzando lo spettrofotometro 

NanoDrop-1000 (Celbio, Milano, Italia). 

Per l’analisi di Spectratyping, 500ng di RNA totale sono stati 

retrotrascritti e amplificati in un’unica reazione utilizzando il kit 

SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq 

DNA Polymerase (Invitrogen, Milano, Italia). In breve, gli stessi 

oligonucleotidi sono stati utilizzati sia per la retrotrascrizione che per 

l’amplificazione. Un primer 3’ comune è (CB3) è stato usato con 24 

diversi primer 5’ (TCRBV primer), le cui sequenze corrispondono a 

quelle indicate da J. Gorski94. Le famiglie geniche BV amplificate per 

i linfociti separati del midollo osseo sono: BV1, BV2, BV3, BV4, 

BV5.1, BV5.3, BV6.1, BV6.2, BV7, BV8, BV9, BV12, BV13, BV14, 

BV15, BV17, BV22 e BV24. Le famiglie amplificate per i linfociti 

sortati dal sangue periferico sono BV1, BV2, BV3, BV4, BV5.1, 

BV5.3, BV6.1, BV6.2, BV7, BV8, BV9, BV 11, BV12, BV13,BV14, 

BV15, BV16, BV17, BV18, BV19, BV20, BV21, BV23 e BV24. Le 

condizioni della reazione di retrotrascrizione ed amplificazione sono 



le seguenti: 45°C per 30 min; 94°C per 30s (denaturazione), 55°C per 

30s (annealing), 72°C per 30s (elongazione) per 35 cicli; 10 min a 

72°C per l’elongazione finale.  I prodotti della reazione sono stati 

separati sul sequenzatore automatico CEQ 8000 (Beckman Coulter, 

Milano, Italia). I risultati sono stati analizzati con il software CEQ 

8000 (Beckman Coulter). Le famiglie geniche sono state considerate 

normali se presentano 5 o più riarrangiamenti distribuiti in maniera 

guassiana, alterate se presentano più di tre riarrangiamenti con un 

profilo non gaussiano, e oligo-monoclonali se presentano 1 o 2 

riarrangiamenti. 

 

Isolamento e test di funzionalità dei linfociti Treg. 

I linfociti Treg CD4+ CD25+ sono stati isolati con il Dynal CD4+ 

CD25+ Treg kit (Dynal, Oslo, Norvegia), secondo le istruzioni del 

produttore. I PBMC, isolati come descritto in “Separazione dei 

linfociti del sangue periferico”, sono stati incubati con una miscela di 

sfere magnetiche coniugate ad anticorpi diretti contro CD14, CD19, 

CD56, CD8 e CD235a (glicoforina), per la selezione negativa dei 

linfociti CD4+. Dopo separazione magnetica, i linfociti non legati alle 

sfere sono stati incubati con delle sfere magnetiche coniugate 

all’anticorpo anti CD25, per la selezione positiva dei linfociti T CD4+ 

CD25+. Dopo l’incubazione e la separazione dei linfociti non legati 

alle sfere, le cellule ottenute sono state trattate con il 

DETACHaBEAD, una soluzione di anticorpi necessaria alla 

rimozione delle sfere  dalle cellule. Le cellule CD4+ CD25- 

(responder) e le CD4+ CD25+ (Treg) sono state risospese in RPMI 

1640 (Invitrogen, Milano, Italia), supplementato con il 10% di FCS, 

2mM L-Glutamina, 0,1mM aminoacidi non essenziali, 20U/ml 



pennicillina, 20µg/ml streptomicina, 1mM sodio piruvato (tutti forniti 

da Invitrogen), e seminate in piastre da 96 pozzeti, fondo piatto,  in 

diversi rapporti (Treg:responder 1:2, 1:20, 1:200, 1:2000). La 

proliferazione è stata indotta utilizzando delle sfere magnetiche 

coniugate con anti CD3 e anti CD28 (Dynabeads CD3/CD28 T Cell 

Expander, Dynal, 4*104 sfere/1*105 cellule responder). Il controllo 

positivo è dato dall’incubazione delle cellule responder  con le biglie 

anti CD3/CD28.  Le cellule sono state incubate per 96 ore a 37°C, 5% 

CO2, e neelle ultime 18 ore di incubazione è stata aggiunta la 

[3H]Timidina, (50µCi/ml) (Amersham International, Amersham, 

Buckingamshire). Per valutare l'incorporazione nel DNA di 3H-

timidina, le cellule sono state processate automaticamente con un cell 

harvester (Tomtec) ed il DNA depositato su filtri. La radioattività è 

stata misurata mediante un contatore di radiazioni beta, β-counter 

(Microbeta Trilux – Wallac). La funzionalità dei linfociti Treg è stata 

misurata come capacità di sopprimere la proliferazione dei linfociti 

responder. 

  

Analisi statistiche. 

Tutti i test statistici sono stati effettuati tramite il programma 

StatView (Abacus Concepts, v1.03). I test utilizzati sono l’analisi di 

regressione, il test T di Student e il Mann-Whitney U test per analisi 

non parametriche. I risultati sono stati considerati significativi se 

p<0,05. 

 



Risultati 

 

Alterazione della linfopoiesi B in corso di Timoma. 

Nella prima parte dello studio sono stati reclutati 18 pazienti, i 

cui dati clinici sono riassunti nella tabella 1. Dei 18 pazienti analizzati, 

6 erano soggetti ad infezioni ricorrenti a carico dell’apparato 

respiratorio. La tabella 2 mostra l’analisi microbiologica 

dell’espettorato di tre pazienti con infezioni ricorrenti. L’analisi delle 

immunoglobuline sieriche (IgA, IgG e IgM), riassunta nella tabella 3, 

ha evidenziato che solo 3 dei sei pazienti con infezioni ricorrenti 

avevano valori di IgG sieriche al di sotto dei limiti inferiori, ed erano 

quindi considerati pazienti con Sindrome di Good 

(ipogammaglobulinemia associata a Timoma), mentre in 5 pazienti su 

6 si osserva una drastica diminuzione dei linfociti B CD19+, sia in 

termini percentuali (meno del 6% dei linfociti circolanti, valori di 

riferimento 7-15%) sia nel numero assoluto (meno di 

100cellule/mm3). L’analisi statistica tra i due gruppi di pazienti 

dimostra che esiste un’associazione tra l’insorgenza di infezioni 

ricorrenti e la diminuzione di linfociti B circolanti (figura 3), ma non 

con l’ipogammaglobulinemia. La B-linfopenia non porta 

necessariamente alla riduzione dei livelli sierici di IgG (figura 4), che 

sono mantenute a livelli normali grazie alla secrezione da parte delle 

plasmacellule residenti nei tessuti linfoidi secondari. E’ clinicamente 

evidente che, in questi casi, la presenza di queste immunoglobuline 

sieriche non garantisce una sufficiente protezione. Questi risultati 

documentano che l’incapacità a rispondere alle infezioni ricorrenti, in 

pazienti con Timoma,  correla con la diminuzione dei linfociti B 



circolanti (p=0,03). La sindrome di Good, intesa come 

immunodeficienza associata a Timoma, dovrebbe quindi essere 

definita come B-linfopenia, piuttosto che ipogammaglobulinemia, 

associata a Timoma.  

Per definire la natura della B-linfopenia, è stata analizzata 

l’espressione delle molecole CD10 e CD19 sui linfociti del midollo 

osseo di quattro pazienti con Timoma, di cui tre B-linfopenici. La 

molecola CD10 identifica i precursori dei linfociti B, mentre CD19 è 

un marcatore delle cellule B mature circolanti. Le cellule CD10+ 

CD19+ sono precursori dei B in procinto di lasciare il midollo, sede 

della B-linfopoiesi. La figura 5 mostra come nei tre pazienti B-

linfopenici manchino completamente i precursori dei linfociti B 

(CD10+ CD19-). In un solo paziente è presente la popolazione CD10+ 

CD19+, che però sembra incapace di maturare completamente e 

lasciare il midollo, perchè all’epoca dell’analisi le cellule B mature in 

periferia erano completamente assenti. Il paziente non B-linfopenico 

mostra una distribuzione delle popolazioni CD10+ CD19- e CD10+ 

CD19+ differente rispetto a quella del controllo: le cellule CD10+ 

CD19+, oltre ad essere aumentate in percentuale rispetto all’individuo 

sano, mostrano un’eterogeneità nell’intensità dell’espressione di 

CD10.  

 

Alterazione delle sottopopolazioni T in corso di timoma. 

Allo scopo di valutare l’impatto dei tumori timici sul 

compartimento cellulare T sono state effettuate analisi fenotipiche e 

funzionali sui linfociti circolanti nel sangue periferico di 40 pazienti 

con timoma di cui 20 con Sindrome di Good. I dati clinici dei pazienti 

inseriti in questa seconda parte dello studio sono riassunti nella tabella 



4. Tutti i pazienti analizzati sono stati timectomizzati per la rimozione 

del tumore. La definizione di Sindrome di Good è stata fatta sulla base 

del numero di linfociti B circolanti (meno di 100 cellule/mm3). La 

tabella riporta i dati sulla contemporanea presenza di patologie 

autoimmuni. Non ci sono differenze nell’insorgenza di autoimmunità 

tra i pazienti con Timoma e quelli con sindrome di Good, mentre i 

pazienti con sindrome di Good sono più sensibili all’insorgenza di 

infezioni ricorrenti rispetto ai pazienti con Timoma. La tabella 5 

mostra i risultati dell’analisi citofluorimetrica delle popolazioni 

linfocitarie circolanti nel sangue periferico dei due gruppi di pazienti e 

nel gruppo di controlli sani. Dallo studio sono stati esclusi i pazienti 

gravemente linfopenici (numero di linfociti totali inferiore a 800/mm3) 

Nei due gruppi di pazienti si riscontra l’inversione del rapporto tra 

linfociti T CD4+ e CD8+, ma soltanto nel gruppo di pazienti con 

sindrome di Good si osserva una drastica riduzione del numero 

assoluto dei linfociti T CD4+ (figura 6). La figura 7 mostra l’analisi 

della correlazione tra numero assoluto di linfociti B CD19+ e numero 

assoluto di linfociti T CD4+. Da notare che dei 15 pazienti con 

sindrome di Good considerati, 10 hanno un numero di linfociti T 

CD4+ inferiore a 600/mm3, e di questi 5 hanno una conta di cellule T 

CD4+ inferiore a 400/mm3.  

 L’inversione del rapporto CD4/CD8 osservata nei pazienti con 

timoma non è dovuta esclusivamente alla diminuzione dei linfociti 

CD4, ma anche ad un aumento del numero assoluto dei linfociti CD8 

(figura 6). Sono stati quindi analizzati altri marcatori dei linfociti 

CD8, in particolare molecole associate a diversi stadi differenziativi 

delle cellule T, come CD45 RA e CD45 RO. Nei pazienti con 

sindrome di Good si osserva un aumento significativo della 



percentuale di linfociti T CD8+ CD45RA+ rispetto a pazienti con 

timoma e al gruppo di controllo (p= 0,0008 figura 8A). La stessa 

analisi è stata condotta su un gruppo di pazienti con 

Immunodeficienza Comune Variabile (CVI, Common Variable 

Immunodeficiency).  Questi pazienti, come gli individui con sindrome 

di Good, hanno una forte diminuzione dei livelli di immunoglobuline 

sieriche, ma non tutti sono B-linfopenici. Nei soggetti con CVI, 

indipendentemente dalla conta dei linfociti B, non si osserva un 

aumento dei linfociti T CD8+ CD45RA+ rispetto ai controlli sani 

(figura 8B). Quest’evidenza indica che l’alterazione del subset CD8 

CD45RA è caratteristica dei pazienti con sindrome di Good. Esiste 

una correlazione inversa tra la diminuzione della percentuale di 

linfociti B circolanti e l’aumento dei linfociti T CD8+ CD45RA+ 

(r=0,6, p=0,035, figura 9). Il 68% dei pazienti con sindrome di Good 

ha una percentuale di cellule CD8+ CD45RA+ superiore al 25%, 

mentre solo il 4% (1 paziente su 21) di quelli con timoma supera 

questo valore. La molecola CD45RA identifica le cellule T naive, cioè 

recentemente migrate dal timo in periferia. La funzionalità timica 

diminuisce con l’età, e questo si evidenzia con un decremento della 

percentuale di linfociti T naive. Tuttavia, in pazienti con sindrome di 

Good la percentuale di linfociti T CD8+ CD45RA+ rimane alta anche 

negli individui più anziani, contrariamente a quanto si osserva in 

pazienti con timoma e nei soggetti sani (dati non mostrati). 

 L’analisi citofluorimetrica a 6 colori ha consentito di definire 

meglio la natura delle cellule CD8+ CD45RA+ che aumentano nei 

pazienti con timoma. Tra le cellule T CD8+ CD45RA+ sono naive 

soltanto quelle che esprimono anche CD62L, CD27 e CD28, mentre le 

CD45RA CD62L- CD27- sono le cellule effettrici (l’espressione di 



CD27 viene ridotta in seguito a attivazione dei linfociti). La figura 10 

illustra l’analisi condotta su due pazienti rappresentativi, uno con 

timoma (pannello superiore) e uno con sindrome di Good (pannello 

inferiore). Tra i due pazienti è evidente la differenza nella 

composizione del subset CD8+ CD45RA+: mentre nel paziente con 

timoma c’è un’espansione delle cellule effettrici, nel paziente con 

sindrome di Good si riconferma l’accumulo di linfociti T CD8+ naive.  

La figura 11 riassume i risultati di quest’analisi su tre pazienti con 

timoma e tre pazienti con sindrome di Good (con la percentuale di 

linfociti B inferiore all’1%). Ogni grafico a torta rappresenta il subset 

CD8, e ogni spicchio indica la percentuale delle diverse 

sottopopolazioni analizzate per l’espressione di CD45RA e CD62L. Il 

grafico a barre indica il contributo delle due popolazioni CD27+ e 

CD27- al totale dei linfociti CD8 naive: in questo subset di linfociti, il 

rapporto tra cellule CD27+ e CD27- è sostanzialmente mantenuto e 

paragonabile a quello dei controlli sani. L’alterazione principale 

quindi è l’aumento dei linfociti T naive nei pazienti con Sindrome di 

Good a discapito degli effettori. 

 

 

 

Analisi del repertorio clonale T in corso di timoma. 

L’accumulo di linfociti naive osservato nei soggetti con 

Sindrome di Good potrebbe dipendere da un’espansione monoclonale, 

suggestiva di un linfoma, o da una generazione extratimica di linfociti 

maturi. Per chiarire questo aspetto è stata valutata la complessità del 

repertorio del TCR nei linfociti naive ed effettori, separati tramite cell 

sorter. A questo scopo, è stata analizzata l’espressione delle famiglie 



dei geni per la regione variabile della catena beta del recettore per 

l’antigene dei linfociti T (TCR) tramite Spectratyping. La figura 12 

mostra lo stato del repertorio TCR espresso dai linfociti T CD8+ naive 

(pannello superiore) ed effettori (pannello inferiore) di un paziente 

con sindrome di Good. Al momento della determinazione, il paziente 

aveva la percentuale di linfociti B CD19+ circolanti inferiore all’1%. 

Una famiglia Vβ è definita normale se presenta 5 o più 

riarrangiamenti (evidenziati come picchi, la cui area è proporzionale 

all’intensità di espressione del gene) con una distribuzione gaussiana 

attorno al segmento genico di lunghezza mediana. Si definiscono 

alterate le famiglie che non rispondono a questi requisiti, e oligo-

monoclonali se presentano uno o due picchi (riarrangiamenti). Il 

repertorio espresso dai linfociti naive CD45RA+ CD62L+ CD27+ è 

sostanzialmente mantenuto: tutte le famiglie sono espresse con 

intensità paragonabile (dati non mostrati), e esprimono tutti i 

riarragiamenti con un andamento gaussiano. Le cellule CD45RA+ 

CD62L- CD27-  hanno un profilo alterato, compatibile con la loro 

attività effettrice. Complessivamente, il repertorio naive nei pazienti 

con sindrome di Good è più conservato rispetto a quello osservato nei 

pazienti con timoma (figura 13A): la maggior parte (60%) delle 

famiglie espresse è normale, e non ci sono picchi oligo-monoclonali, 

che si ritrovano invece in alcuni pazienti con timoma. Sia i pazienti 

con timoma che quelli con sindrome di Good hanno invece il 

repertorio espresso dagli effettori profondamente alterato, con molte 

famiglie Vβ che esprimono solo uno o due riarrangiamenti. L’analisi 

riportata in figura 13B in che percentuale di pazienti le singole 

famiglie Vβ si ritrovano alterate o mono-oligoclonali. Da notare che la 



famiglia BV18 ha un profilo mono-oligo clonale sia nei pazienti con 

timoma che in quelli con sindrome di Good, mentre prevalentemente 

in questi ultimi si ritrova un’alterazione oligo-monoclonale delle 

famiglie BV2 e BV3. 

Per investigare ulteriormente la patogenesi della B-linfopenia, è 

stato analizzato il repertorio delle cellule T CD4 e CD8 nel sangue 

periferico e nel midollo osseo, sede della B-linfopoiesi. La 

popolazione CD4 mantiene un repertorio sostanzialmente conservato 

(dati non mostrati) sia nel sangue periferico che nel midollo dei due 

gruppi di pazienti. Il subset CD8, invece, presenta un’alterazione 

oligo-monoclonale della famiglia BV8 che si ritrova soltanto nel 

midollo osseo dei pazienti con sindrome di Good (figura 14A). La 

famiglia BV8 è normale nel sangue periferico di questi pazienti, e nel 

midollo di pazienti con timoma, o con altre patologie non correlate al 

timoma (mielodisplasia, istiocitosi, LES). Non si ritrovano altre 

espansioni mono-oligoclonali comuni a più pazienti (figura 14B). 

Questi risultati suggeriscono la presenza di un antigene nel midollo 

osseo verso cui rispondono i linfociti T CD8+ BV8+, determinando 

uno stato infiammatorio potenzialmente coinvolto nel blocco della 

linfopoiesi B. 

 

 

Alterazione dei sistemi di tolleranza periferica in corso di timoma. 

Lo studio sugli effetti del timoma sulle cellule T è stato esteso 

alle cellule con funzione soppressoria che co-esprimono i marcatori 

CD4 CD25 definite cellule T regolatorie (Treg). Questi linfociti sono 

in grado di limitare la risposta immunitaria e sono probabilmente 

coinvolti nei meccanismi di tolleranza periferica. L’analisi 



citofluorimetrica ha evidenziato una riduzione della percentuale 

(p<0,000001, figura 15A) e nel numero assoluto (p<0,000001, figura 

15B) di linfociti Treg CD4+ CD25+ in entrambi i gruppi di pazienti 

rispetto ai controlli sani. Non ci sono differenze significative tra i 

pazienti con Timoma e quelli con sindrome di Good. La diminuzione 

dei linfociti Treg potrebbe essere dovuta alla riduzione globale del 

subset CD4+; per verificare quest’ipotesi, le percentuali di linfociti 

CD4+ CD25+ circolanti sono state normalizzate per le percentuali di 

cellule T CD4+ totali. Nei controlli sani le Treg rappresentano il 

19,7% dei linfociti CD4+ (figura 15C), mentre nei pazienti con 

sindrome di Good e in quelli con timoma sono rispettivamente 

l’11,7% e il 13,5% (p=0,03). Quest’evidenza suggerisce che, accanto 

alla riduzione certamente dovuta  alla diminuzione di linfociti T 

CD4+, ci sia anche una perdita selettiva delle cellule Treg.  

La valutazione dei meccanismi cellulari, responsabili della 

tolleranza periferica, non può prescindere dall’analisi funzionale dei 

linfociti Treg CD4+ CD25+. Quest’analisi si rende necessaria poichè 

la molecola CD25, recettore dell’IL2 e marcatore delle Treg, è 

espressa anche sui linfociti attivati. L’attività regolatoria delle cellule 

T CD4+ CD25+ viene quindi misurata come capacità di sopprimere la 

proliferazione dei linfociti T CD4+ CD25- autologhi (responder) in 

risposta a stimoli mitogenici policlonali, come la stimolazione delle 

molecole CD3 e CD28. Le Treg isolate da pazienti con Timoma e con 

sindrome di Good sono in grado di inibire la proliferazione delle 

cellule responder autologhe  in maniera paragonabile a quelle dei 

controlli sani (figura16). Quindi la diminuizione del numero di Treg,  

piuttosto che una carenza della loro capacità soppressoria, potrebbe 

contribuire all’instaurarsi di fenomeni autoimmuni in corso di timoma.  





Discussione. 

 

Alterazione della linfopoiesi B in corso di Timoma. 

 La sindrome di Good è definita come ipogammaglobulinemia 

associata a Timoma71, 73, 75. Nella prima parte dello studio, sono stati 

caratterizzati 18 pazienti, di cui 6 con infezioni ricorrenti. Il quadro 

clinico di questi pazienti, per il tipo e la frequenza di infezioni 

riscontrate, li avvicina a quelli con CVID73, ma a differenza di questi, 

non tutti i pazienti i con timoma e aumentata sensibilità alle infezioni 

mostrano una diminuzione dei livelli sierici di immunoglobuline. 

L’analisi citofluorimetrica multiparametrica del sangue periferico ha 

permesso di identificare pazienti con timomi con grave linfopenia B, 

che non è sempre associata alla diminuzione dei livelli sierici di 

immunoglobuline. Questi pazienti non rientrano quindi nella classica 

definizione di GS, anche se presentano evidenti segni clinici di 

immunodeficienza, che è associata quindi alla severità della linfopenia 

B e non al deficit di anticorpi circolanti. Questi risultati ridefiniscono 

la sindrome di Good come B-linfopenia associata al timoma57. 

L’analisi citofluorimetrica multiparametrica del midollo osseo 

di alcuni pazienti con timoma ha evidenziato difetti di linfopoiesi allo 

stadio pre-B e pro-B. In particolare, nei pazienti B linfopenici la 

popolazione pre B CD10+ CD19- è completamente assente, e la 

popolazione CD10+ CD19+ è assente o incapace di migrare in 

periferia. Questi risultati indicano che la B-linfopenia è secondaria ad 

un deficit intramidollare di linfopoiesi B, come è stato dimostrato per 

altre patologie ematiche associate al timoma, come l’aplasie eritroide 

(pure red cell aplasia)97,91,92. L’analisi del midollo dovrebbe essere 

sempre eseguita in pazienti con timoma, per identificare precocemente 



i pazienti in fase “pre Good”: il paziente con timoma non B-

linfopenico analizzato presentava una popolazione non omogenea di 

linfociti CD10+ CD19+ nel midollo, con una distribuzione differente 

rispetto al controllo sano. A distanza di un anno, il paziente ha poi 

sviluppato la Sindrome di Good, con la perdita totale dei linfociti B in 

periferia. 

 

Alterazione delle sottopopolazioni T in corso di timoma. 

Nei pazienti con sindrome di Good si riscontra una forte 

diminuzione dei linfociti T helper CD4+: questo li accomuna ai 

pazienti con infezioni da HIV98,99, ai quali sono simili anche per 

l’aumentata sensibilità alle infezioni da patogeni opportunisti 78, 57. 

L’attività helper dei linfociti T CD4+ è necessaria alla corretta 

generazione di linfociti T CD8+ memory100,101,102. Questo potrebbe 

spiegare l’accumulo di linfociti T CD8+ naive osservato nei pazienti 

con sindrome di Good, anche se questa relazione non è vera nei 

pazienti con HIV31,103, che hanno livelli di linfociti CD4+ molto al di 

sotto della normalità (meno di 400 cellule/mm3), ma non si osserva un 

aumento del subset T CD8+ CD45RA+ CD62L+ CD27+. In soggetti 

sani, la popolazione naive CD8+ tende a diminuire con l’età, e ad 

essere sostituita dai linfociti T effettori, e dalle cellule della 

memoria104,105,106. La percentuale di linfociti T CD8 naive nei pazienti 

con sindrome di Good si mantiene invece molto più alta nei controlli 

anche nei pazienti anziani. Nei pazienti con infezioni croniche (da 

HIV, da CMV, da EBV), di solito si ritrova un’espansione del subset 

degli effettori, piuttosto che delle cellule naive, anche se i dati presenti 

in letteratura si riferiscono generalmente al fenotipo dei linfociti T 

CD8+ specifici per il virus,  identificati utilizzando i tetrameri MHC 



103,105. Queste osservazioni confermano come l’espansione della 

popolazione di linfociti T CD8+ sia un’ulteriore caratteristica 

specifica dei pazienti con sindrome di Good, e come la mancanza 

degli effettori sia correlata all’incapacità di controllare le infezioni da 

patogeni opportunisti come il CMV. La sindrome di Good non va 

definita quindi come “ipogammaglobulinemia” ma come una 

condizione di “immunodeficit severo combinato associato” (SCID) 

associata a timoma, in cui i linfociti T CD4 e CD8, e i linfociti B sono 

incapaci di rispondere in maniera efficace alle infezioni da patogeni 

batterici e virali. 

All’immunodeficienza, nei pazienti con sindrome di Good, si può 

associare la presenza di patologie autoimmuni: la diminuzione della 

percentuale e del numero assoluto di linfociti Treg CD4+ CD25+ può 

associarsi alla slatentizzazione di cloni auto-aggressivi107-110, anche se 

questa condizione non è specifica per la sindrome di Good, ma è 

comune a tutti i pazienti con timoma95,96. 

 

Analisi molecolare del repertorio clonale T in corso di timoma. 

L’accumulo di linfociti vergini osservato nei soggetti con GS 

potrebbe dipendere da un’espansione monoclonale, suggestiva di un 

linfoma, o da una generazione extratimica di linfociti maturi. Per 

chiarire questo aspetto è stata valutata la complessità del repertorio del 

TCR nei linfociti vergini ed effettori, separati mediante 

citofluorimetro a flusso. La combinazione di queste tecniche ha 

permesso di evidenziare marcate differenze nella complessità dei 

repertori clonali nei soggetti B-linfopenici rispetto ai pazienti non B-

linfopenici: nei soggetti con sindrome di Good, il repertorio naive è 

perfettamente conservato, come se il timo avesse ancora la 



funzionalità che si osserva in un soggetto giovane: quest’osservazione 

suggerisce che, essendo tutti i pazienti timectomizzati, possa esistere 

una sede di timopoiesi extratimica, che funziona normalmente anche 

dopo la rimozione del timo. L’analisi degli effettori T CD8+ ha 

mostrato la presenza di espansioni oligo-monoclonali comuni ai 

pazienti con timoma e a quelli con sindrome di Good, come BV18, e 

di altre presenti quasi esclusivamente nei pazienti con sindrome di 

Good, come BV2. 

Per investigare la patogenesi della B-linfopenia, è stato analizzato 

il repertorio delle cellule T CD4 e CD8 nel midollo osseo, sede della 

B-linfopoiesi. Mentre la popolazione CD4 mantiene un repertorio 

sostanzialmente conservato, come osservato nel sangue periferico, il 

midollo dei pazienti B-linfopenici è infiltrato da una popolazione 

oligoclonale di cellule T CD8+. Questi risultati hanno rivelato 

l’esistenza di una reazione immunitaria intramidollare mediata dai 

linfociti CD8 potenzialmente responsabile dell’eliminazione dei 

linfociti B autologhi, che potrebbe spiegare l’alterazione della B-

linfopoiesi evidenziata dall’analisi citofluorimetrica. 

 

Conclusioni 

I risultati ottenuti portano ad una nuova definizione della 

Sindrome di Good come Immunodeficienza Combinata Severa 

associata a timoma, nella quale la gravità delle infezioni si associa alla 

perdita progressiva e irreversibile dei linfociti T CD4, dei linfociti B e 

all’alterazione del programma di differenziamento dei linfociti T CD8. 

La B-linfopenia non si manifesta come ipogammaglobulinemia, ed è 

determinata da un blocco della linfopoiesi nel midollo osseo, dove i 

precursori delle cellule B possono essere completamente assenti o 



accumulati in una forma immatura. Il blocco della linfopoiesi può 

essere determinato da un’autoaggressione a livello midollare, mediata 

da linfociti T citotossici, espansi nel midollo per la presenza di un 

antigene che ne guida la proliferazione. L’attivazione dei linfociti T 

verso un autoantigene può essere innescata dall’attivazione di 

un’infezione virale latente: un possibile candidato è il 

Citomegalovirus (CMV). Il follow-up di questi pazienti ha evidenziato 

inoltre come la sindrome di Good sia un’evoluzione del timoma, per 

cui l’analisi dell’immunofenotipo T- B dovrebbe essere effettuata 

anche in pazienti che non siano clinicamente immunocompromessi.  

I risultati ottenuti, e il confronto con i dati presenti in letteratura 

su altre patologie ad etiologia nota simili alla sindrome di Good 

possono aiutare a definire dei modelli di patogenesi. Un’ipotesi è 

quella dell’alterazione genetica, a carico di geni che sintetizzino 

proteine preposte ai meccanismi di riarrangiamento e riparo del DNA, 

come accade in alcune SCID (Severe Combined Immunodeficiency). 

Se quest’ipotesi è vera, la stessa alterazione genetica potrebbe 

innescare l’attivazione degli oncogeni e quindi la comparsa del 

timoma, il deficit di differenziamento dei linfociti T e la mancata 

produzione di immunoglobuline. Contro quest’ipotesi però, c’è la 

mancanza di dati solidi in letteratura riguardo alterazioni geniche 

comuni a più pazienti. 

Un’ipotesi è che, come nell’HIV, esista un virus linfotropico, 

che infetti i linfociti B nel midollo, e in parte i linfociti CD4+ 

circolanti, riducendone progressivamente il numero. La presenza di un 

virus nel midollo potrebbe anche spiegare l’attivazione monoclonale 

dei linfociti CD8+ BV8+ osservata nel midollo dei pazienti con 

sindrome di Good. Il virus potrebbe essere “opportinista” e 



slatentizzarsi in seguito ad uno stato di immunodeficit, o comunque di 

alterazione del sistema immunitario secondari al timoma o alla 

timectomia. In questo caso, uno dei candidati più probabili è il CMV. 

Quest’ipotesi è supportata dall’aumentata incidenza di infezioni 

cardiache, polmonari e oftalmiche da CMV in pazienti con sindrome 

di Good. Inoltre, nel follow up di alcuni dei pazienti considerati in 

questo studio, abbiamo potuto osservare che in seguito a terapie 

antivirali si osserva un aumento della conta di linfociti B. 



Ringrazio il prof. Luigi Racioppi, che mi ha dato fiducia sin 

dall’inizio, e mi ha guidato nel mio percorso formativo, 

trasmettendomi l’entusiasmo e la passione per la ricerca. 

Ringrazio la dott. Anna Maria Masci, con cui ho lavorato e che è 

maestra e amica. 

Ringrazio la dott.ssa Giovanella Palmieri, il lato “clinico” di questo 

lavoro, che è sempre stata disponibile alla collaborazione e 

all’interscambio tra clinica e ricerca. 

Ringrazio il prof. Serafino Zappacosta, nel cui gruppo sono cresciuta. 

Ringrazio tutti i colleghi e amici del laboratorio di Immunologia del 

prof. Zappacosta e tutti gli amici del quattordicesimo piano, con i 

quali ho condiviso alti e bassi e pause caffè....! 

Ringrazio il dott. Luca Battistini, per i commenti critici sulla parte di 

citofluorimetria e la disponibilità alla collaborazione. 

Ringrazio il prof. Sergio Bonini e i colleghi e amici dell’IRRCS San 

Raffaele, Roma, che mi hanno consigliato e supportato nella fase 

finale del dottorato. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TABELLE E FIGURE



Tabella 1. Dati clinici dei pazienti con Timoma. 
 

Paziente Sesso/età  Timectomia Istotipo Stadio  
Patologie 
associate  

Infezioni 
ricorrenti  

1  F/75  Biopsia  C1  III2  U3  Sì 
2  M/54  Timectomia  B2  IVa  MG  Sì 
3  F/58  Timectomia  B1  II   Sì 
4  M/56  Timectomia B2  IVa   Sì 
5  M/72  Biopsia B1  IVa   Sì 
6  M/48  Timectomia B3  IVa    
7  F/52  Timectomia AB  II  MG, PRCA   
8  M/61  Biopsia B2  IVb  PRCA  Sì 
9  F/70  Biopsia  C  III  My   
10  F/64  Timectomia AB  II    
11  F/40  Timectomia B2  II  MG   
12  M/19  Timectomia B1  II    
13  F/68  Timectomia C  IVb    
14  F/48  Timectomia B3  III  MG   
15  F/64  Timectomia C  IVb    
16  M/34  Timectomia Liposarcoma  II    
17  M/61  Timectomia C  III    
18  F/65  Timectomia B2  II  MG   
1 Secondo il sistema di stadiazione di Masaoka(ref1) 
2 Secondo la classificazione dell’OMS (ref.46) 
3 O, Orticaria; My, Mieloradiculopatia; MG, Myasthenia Gravis; PRCA, Aplasia 
Eritroide (Pure Red Cell Aplasia). 
 
 

Tabella 2. Analisi dell’espettorato di tre pazienti con infezioni polmonari 
ricorrenti.  
 

Paziente 2  
Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Staphylococcus aureus, 
Haemophilus parainfluenzae, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter 
agglomerans 

 

Paziente 5  Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans  
Paziente 8  Salmonella gruppo B, Streptococcus viridans gruppo B, Branhamella 

catarrhalis, Candida albicans  
 



Tabella 3. Analisi delle immunoglobuline circolanti e dei linfociti 
T e B in pazienti con Timoma. 
 

Paziente  IgG1  IgA  IgM  
CD3+ 
 (%)  

CD3+ 
(cellule/mm3)  

CD19+  
(%)  

CD19+ 
(cellule/mm3) 

1  7.4 1 2.8  1.0  702 1876 03 0 
2  12.0  2.8  0.5  68 1300 3 39 
3  2.3  0.2  0.1  59 1242 14 173 
4  7.4  1.0  0.6  84 2017 0 0 
5  2.3  0.2  0.2  98 5444 0 0 
6  10.0  2.4  1.2  62 1358 12 162 
7  1.8  0.3  0.2  93 2400 3 72 
8  8.2  2.0  0.9  98 19629 0 0 
9  1.2  0.3  0.1  83 1845 0 0 
10  9.6  1.6  1.2  69 756 17 128 
11  12.3  2.2  1.1  90 1349 3 44 
12  7.8  1.4  1.2  68 1055 20 315 
13  16.9  4.8  1.5  65 850 15 196 
14  9.0  2.0  0.5  56 941 5 84 
15  8.8  1.5  1.7  70 1680 5 120 
16  8.6  1.2  0.8  54 128 1 2 
17  13.7  2.8  1.6  76 1762 4 90 
18  10.6  3.1  1.2  62 1411 7 159 
Valori di riferimento: 1IgG 7–16 g/l, IgA 0.7–4.1, IgM 0.4–2.3  

2Linfociti T CD3+: 65–85%, 1000–1500 n/mm3, 
3Linfociti B CD19+: 7–15%, 70–225 n/mm3. 
 



 
 

Tabella 4. Dati clinici dei pazienti con Timoma. 
 
Pazienti Sesso 

F/M 
Età 

(intervallo) 
 

Stadio2 
 

Istotipo3 Infezioni 
ricorrenti 

Patologie 
associate4 

       (numero di  casi) 
 

  

Sindrome di 
Good1 
(n=19) 

6/13 47 (28-64) I (1), II (4), 
III (3), IVa 
(9), IVb (2) 

AB (3); B1 
(1); 

B2 (7); B3 (5);  
C (1) 

Sì (12),  
No (8) 

MG (12), 
PRCA (1), 
SLE (1), 
PNH (1), 
psoriasi 

(1) 
vasculite 
(1), asma 

(1), 
tiroidite 
(1), liken 

(1). 
 
Non B-
linfopenici 
(n=21) 

11/10 48 (19-
69) 

I (3), II 
(10), III 
(1), IV 

(4), 
N.D.5(3) 

AB (2), 
B1 (4), B2 

(10), C 
(1),  

N.D. (3)  

Sì (7),  
No 
(14) 

MG (10), 
liken (2), 

PRCA (1), 
asma (1), 

vitiligo (1), 
vasculite 

(1), 
multineurite 
cronica (1). 

1meno di 100 cellule/mm3 

2 Secondo il sistema di stadiazione di Masaoka(ref1) 
3 Secondo la classificazione dell’OMS (ref.46) 
4 MG, Myasthernia Gravis; PRCA, Aplasia Eritroide (Pure Red Cell Aplasia); 
SLE, Lupus Eritematoso Sistemico (Systemic Lupus Erythematosus); PNH, 
Emoglobinuria Parossistica Notturna (Paroxysmal Nocturnal Haemoglobinuria). 
5 N. D. Non definito.   



Tabella 5. Analisi dell’immunofenotipo in pazienti con Timoma. 
  
Linfociti Sindrome di Good 

 (n=19) 
Timoma 
(n=21) 

Controlli 
(n=25) 

CD3+ 
 

80,7±11,0 * 
(1140±434) 1 

71,4±9,1 
(1499±817) 

72,8±5,2 
(1366±382) 

CD4+ 34,8±13,6* 
(476±228) * 

36,3±11,4* 
(749±464) 

62,8±8,1 
(843±285) 

CD8+ 40,2±12,9* 
(585±330) * 

31,6±12,0 
(691±555) * 

30,7±7 
(440±199) 

CD19+ 2,2±2,1* 
(34±30) * 

12,4±5,7 
(232±115) 

11,8±3 
(224±98) 

CD16+56+ 12,9±10,1 
(173±145) 

12,8±5,8 
(257±169) 

12,6±5 
(231±105) 

1I valori tra parentesi indicano il numero di cellule/mm3 
* Differenze statisticamente significative (p<0,005) 
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