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Scopo della tesi.

Il timoma €& un raro tumore umano, originante datilule
epiteliali timiche, caratterizzato da una notevalssociazione con
disturbi del sistema immune che includono patolcgiéoimmuni e
una severa forma di immunodeficienza. Gli aspettnunobiologici
associati ai timomi rendono questa patologia unetiedinico per lo
studio del ruolo del timo e dellomeostasi linfaia in individui
adulti. In particolare, in circa il 10% dei casi tiinoma, i pazienti
sviluppano un’immunodeficienza severa carattet&zia infezioni
ricorrenti, principalmente a carico dell’apparatespiratorio, che
possono rivelarsi letali per il paziente. Questadtzione patologica,
nota come sindrome di Good, rappresenta ancorausggcondizione
a patogenesi non definita.

Lo scopo di questo studio e stato quello di defingli aspetti
patogenetici  dellimmunodeficienza  associata a  tmap
caratterizzando una coorte di 50 pazienti, deiicg@io stati valutati
lo stato e la funzionalita del sistema immunitagig@ con metodiche di

analisi convenzionali che con approcci molecolarigvanzati.



Introduzione

Il sistema immunitario rappresenta il principale cocanismo di
difesa dell'organismo contro i patogeni, accanie alrriere chimiche e
fisiche rappresentate dalla pelle e dalle muco$ieorGani e le cellule che
lo compongono garantiscono una risposta rapidacaet e in molti casi
completamente protettiva verso i humerosi microoigyai, quali batteri,
virus, funghi e parassiti eucarioti, potenzialmegpa#ogenici, con cui siamo
costantemente a contdtfoClassicamente, si parla di due tipi di immunita,
una deputata al riconoscimento di motivi molecotamservati, e 'altra al
riconoscimento specifico di strutture molecolaritaalente variabifi
Queste due componenti del sistema immunitario sdnamate innata e
adattativa, rispettivamerft2 La risposta immunitaria da parte
dellimmunita adattativa generalmente segue quiliata, cosi come e
accaduto durante I'evoluziohe

L’'immunita innata e quella adattativa differiscosia nelle modalita
di riconoscimento dei patogeni che nella capacitarigpondere a
successive stimolazioni. Contrariamente alla rispasnata, la risposta
adattativa € generata in modo da indurre e mardef@rmemoria
immunitaria, caratteristica su cui si basano lecwaazioni. La risposta
adattativa coinvolge i linfociti T e B, che, atteaso i loro recettori (TCR,
T cell receptore BCR, Bcell receptoj riconoscono i peptidi antigenici.
Questi recettori sono generati tramite riarrangiatmsomatici del DNA
che garantiscono la formazione di una molecolaaimper ogni singolo
clone linfocitario. L’espansione di un clone linfiacio in seguito

all'incontro con l'antigene garantisce il mantenitee della memoria



immunitaria e la maggiore rapidita delle successhaposte ad un
determinato patogeh®

| linfociti B e i T originano nel midollo osseo dan precursore
linfocitario comune, ma mentre le cellule B contai® il loro sviluppo
nel midollo osseo, dal quale escono come linfoadturi, | precursori delle
cellule T migrano nel timo, che rappresenta cossitb primario della

linfopoiesi T.

Struttura e funzioni del timo.

Il timo € un organo bilobato situato nel mediastamteriore; ogni
lobo e suddiviso da setti fibrosi in molteplici ldh formati da una zona
corticale esterna ed una zona midollare interna.zbaa corticale e
composta da un denso agglomerato di linfociti Tntmeela zona midollare,
piu chiara alla colorazione con ematossilina eregs® meno densamente
popolata da linfocifi Disseminate in tutto il tessuto timico si trowan
cellule epiteliali (stroma timic), macrofagi e dendritiche, presenti
soprattutto nella zona midollare. Nella zona muad@l si ritrovano |
corpuscoli di Hassal, formati da cellule epiteliaktrettamente
impacchettate. Il timo possiede una ricca vasadagione, nonché vasi
linfatici efferenti che portano ai linfonodi mediimsci®,

Durante lo sviluppo embrionale, dal foglietto eddonico prende
origine un rudimentale abbozzo timito che viene rapidamente
colonizzato da cellule di origine ematopoietica, ¢ui cellule dendritiche,
macrofagi e precursori dei timoéitiLo studio dei modelli murini ha
permesso di identificare nel fattore trascriziofaxN1 uno dei regolatori
chiave nello sviluppo del timo: FoxN1l correla coo Istato di
specializzazione delle cellule epiteliali timich€EC, thymic epithelilal

cells) ed é necessario per il reclutamento deiyrseci dei linfociti e per



I'ulteriore specializzazione celle TEC corticali midollari>**** La

proliferazione delle TEC midollari € guidata, tdaajtri fattori, dal fattore
di crescita dei fibroblasti (FGF)-7, noto anche eofattore di crescita dei
cheratinocit?, e dal recettore per la linfotossina beta§EB)*.

Poco si conosce delle chemochine che regolarecilitamento dei
precursori dei timociti al timo prima della nasgitaa nei topiknock-out
per CCR7 e CCR9 si osservano alterazioni nellauppid del timo e nel
reclutamento dei pre-timocifi suggerendo che, come nella vita post-
natale, questi recettori per le chemochine guidihanovimento dei
progenitori delle cellule T verso il timo e, attemso la zona corticale, fino
alla midollare timicé’.

Come mostra léigura 1, i precursori delle cellule T arrivati nel timo
vanno incontro ad una serie di processi di diffelemento ben
documentati, che sono tipicamente definiti basandol'espressione in
membrana delle molecole CD4 e CD8. | timociti samaialmente doppi
negativi (DN) CD4- CD8-, poi diventano doppi poaitCD4+ CD8+ (DP),
e infine cellule singolo-positive (SP), CD4+ o CD8+® Lo stadio di DN
puo essere ulteriormente suddiviso sulla base edgliessione delle
molecole CD25 e CD44. Recenti evidenze mostranoectbrmovimento
dei linfociti sia tutt’altro che lineare: i progemt linfoidi entrano nel timo a
livello della giunzione cortico-midollare, migrangerso la corteccia
esterna, e infine ritornano alla zona midollare elaxanno incontro ai
processi di selezione positiva e negdfiva

| processi di selezione positiva e negafivaecessari ad un corretto
sviluppo dei linfociti, si basano rispettivamentd siconoscimento delle
molecole del complesso maggiore d’istocompatibil{fsiHC) e sul
riconoscimento dei complessi formati da molecole Gld da peptidi

autologhf. Il primo processo & mediato dalle cellule epddéeliimiche,



mentre nel secondo sono coinvolte principalment@dee | macrofagi. La
selezione positiva assicura che tutte le cellulmdture siano in grado di
riconoscere le molecole MHC autologhe, e di rismradai peptidi
derivanti dai patogeni presentati su queste madeda selezione negativa,
invece, elimina le cellule autoreattive e rapprésem principale
meccanismo di induzione della tolleranza centrale

Durante la maturazione timica, i1 precursori denfdciti T
riarrangiano il loro DNA al livello dei locus gemiper le catene del
recettore delle cellule T (TCR)| segmenti genici del TCR sono
organizzati in maniera simile a quelli delle immgtabuline (Ig). Le
regioni codificanti per il TCR, cosi come quellelldemmunoglobuline,
vanno incontro a sostanziali processi di riarramgiato genico nel corso
del processo differenziativo utilizzando enzimi eazanismi comui Il
meccanismo che porta al riarrangiamento di ricoaione € simile a
quello dei geni per le Ig, infatti nel locus TCR r#irovano le stesse
sequenze conservate di sette e nove nucleotidtettiaalle regioni V, D e
J e gli spaziatori di dodici o ventitré nucleotidescritti inizialmente per le
immunoglobuline. L'alta variabilita degli eterodimeTCR* viene
assicurata dall'utilizzo di differenti segmenti gV, D e J, diversamente
combinati tra loro, dall'appaiamento casuale dedliienea/3 e dall'attivita
della deossiribonucleotidil-tranferasi terminale d{) che aggiunge
nucleotidi in maniera casuale nelle regioni di gione.

L’attivita timica pud essere valutata misurando darcentuale di
linfociti naive neo-emigrati dal timo (RTERecent Thymic Emigranfs
Classicamente, i linfocithaive sono stati identificati e distinti dai linfociti
della memoria rhemory sulla base dell’espressione delle isoforme della
molecola CD45, prodotte in seguiteplicing alternativé. In particolare, le
cellule naive sono state definite CD45RA+, e lmemory CD45RO+.



Successivamente, é stato proposto l'utilizzo comtoirdi altri marcatori di
superficie, come CCR7 CD62L%, e, specialmente per la determinazione
dei linfociti CD8 naive la valutazione dell’espressione delle molecole
CD27%% CcD28%* CD7* e CD114*" L’analisi piu fine del fenotipo
delle cellulenaive é stata resa necessaria dell'evidenza che i iinfoD8
effettori, cioé quelli che sono attivati in rispastd un antigene, continuano
ad esprimere CD45RA, ma a differenza delle celldgve perdono i
marcatori CD62L, CD27 e CD28, mentre esprimonoltidivelli CD11a*

30, 31.

La misurazione deldutput timico puo essere effettuata anche
misurando i TRE&" * % (TCR delta exicision circle), che sono dei
frammenti di DNA circolare escissi durante il reamgiamento dei geni
della catenax del TCR. Questi frammenti non sono replicati CoBNA
genomico, e la misura quantitativa del numero dcTRn una popolazione
linfocitaria € un indice del numero di cicli di fiferazione cui sono andate
incontro le cellul&,

Con l'eta, la perdita graduale della struttura Badeinzionalita timica
(involuzione timica) causa un declino nel numerdrdociti maturi emessi
dal timo, e quindi una riduzione delle cellulen@ivein periferig" %> Nei
soggetti sani generalmente questo non e causa tdioge, mentre
possono sorgere problemi in soggetti con immunonifze secondarie a
chemio- o radioterapie, od ad infezione da HI\E’ stato proposto che al
mantenimento depool di linfociti periferici contribuiscano, in maniera
dipendente dall’eta, le RTE e i linfociti gia prasan periferia, che vanno
incontro a proliferazione omeostaticd Le cellule T generate dalla
timopoiesi hanno un repertorio TCR completo, viltuente capace di
rispondere a qualsiasi antigene. Di contro, laifen@zione periferica dei

linfociti gia presenti potrebbe portare allespam& di repertori TCR pre-



esistenfi*?® In assenza di un’attiva timopoiesi, I'espansipeeiferica dei
linfociti T viene favoritd®. La proliferazione omeostatica & favorita dalla
presenza di IL-7, che in soggetti sani favorisamantenimento di upool

di linfociti naivee di un pool di linfociti della memoria, mentresnggetti
linfopenici induce, accanto alla proliferazioneldedellule della memoria,
la proliferazione e il differenziamento delle naiwe linfociti memory,
sbilanciando a favore di questi ultimi la composm dei linfociti

circolant’.

Tumori timici e Timoma.

| tumori timici comprendono i carcinomi timici, piaggressivi, e i
timomi, che hanno una prognosi piu favore¥dl&eneralmente originano
dalle cellule epiteliali, piuttosto che dalle célulinfoidi®’. Si possono
distinguere tre gruppi di tumori timici: i timomiche non hanno
caratteristiche citologiche di maligni?a un gruppo intermedio, che
identifica i tumori solitamente chiamati “carcinotimici ben differenziati”
(Well Differentiated Thymic Carcinomas, WDTC), chkanno le
caratteristiche organotipiche dei timomi ma posspnesentare atipia e
figure mitotiché"; e i carcinomi timici, che hanno molte figure mitbte e
altri segni citologici di malignit&.

| carcinomi timici rappresentano un piccolo (10§t)ippo di tumori
timici, ben distinto dai timomi. Sono generalmesiatomatici a causa
dell'invasione a danno dei tessuti circosténtili solito non si associano
alla presenza dvlyasthenia GravigMG), e sono piu aggressivi rispetto ai
timomi*.

La classificazione dei WDTC come gruppo a Sé staate

controvers¥, per le loro caratteristiche a meta strada trambmi e i



carcinomi timici. | tassi di sopravvivenza sono igila quelli dei carcinomi
timici*>, mentre laMyasthenia gravi® spesso presente, come nei tinffdmi

La grande maggioranza dei timomi € invece compdstaumori
citologicamente blandi, con una prognosi piu favole rispetto ai
carcinomi timici®. Sono state proposte molte classificazioni istologjc
ma raramente correlano con il quadro clinico. laessificazione piu recente
& quella proposta dall’'Organizzazione Mondiale alefanit®. Questo
sistema suddivide i tumori timici in 6 sottogrug@, AB, B1, B2, B3, e
C). | tumori di tipo A sono composti da cellule tefiali fusate senza segni
di atipia. | tumori di tipo AB sono simili al tipd, ma presentano foci di
linfociti neoplastici. | tumori di tipo B sono coragti da cellule epitelioidi,
e sono suddivisi in tre sottotipi a seconda delapprzione tra cellule
epiteliali e linfoidi.I tumori di tipo C sono i carcinomi timici.

Il sistema di stadiazione piu comunemente accettatauello
proposto da Masaoka che prevede sei stadi (I, lla, Ilb, lll, IVa, 1Yk si
basa sull'invasione macro- o microscopica nellatgire del mediastino. |
tumori allo stadio | sono capsulati e non presemtaegni di invasivita;
quelli allo stadio lla presentano invasioni macomche nel tessuto
adiposo circostante o nella pleura, mentre qubdi stadio llb presentano
micro-invasioni. Lo stadio Ill € caratterizzato id@&asioni macroscopiche
negli organi vicini, e agli stadi IVa e IVb si osgano metastasi
rispettivamente pleuriche o pericardiche, oppuratame e linfatich®.

L’incidenza del timoma & simile nei maschi e nédlenmine, e 'eta
di comparsa € piuttosto varia, anche se c’e uroptictla terza e la quarta
decade di vit&®. Circa un terzo dei pazienti & asintomatico, megtr altri
possono presentare sintomi legati alla massa améreita, oppure avere

una sintomatologia sistemica, o sintomi legati M@** *°



| timomi sono associati a varie sindromi paranesipihe,
generalmente di natura autoimmtiite La Myasthenia Gravis2 la piu
comune di queste, e si ritrova in circa il 45% pazienti con timonT4
L'aplasia eritroid®*>* (Pure Red Cell Aplasia PRCA) e
l'ipogammaglobulinemi&’ >> °% °" *8sj ritrovano in circa il 5-10% dei
pazienti. Altre condizioni, come la polimiositeil Lupus eritematoso
Sistemic8', lartrite reumatoid®, la tiroidite, la colite ulcerosd, sono
state descritte in pazienti con timoma ma sono nieguenti. Altri studi
hanno descritto la presenza contemporanea di taltnori secondari al
timoma®. Al timoma si associano diverse alterazioni del esist
immunitario, come linversione del rapporto CD4/C@8l'aumento dei
linfociti T CD8+ CD45RA+°. | timomi sono inoltre in grado di generare
cellule T matur®. Recentemente, da due gruppi diversi sono stasieritte
diminuzioni del numero di linfociti T regolatori (dg) CD4+ CD25+

intratimici®*®

in pazienti con timoma e MG: la perdita selettildle Treg
potrebbe essere correlata all'insorgenza delle lggitd autoimmuni
associate al timoma.

La diagnosi di timoma € basata sull'osservaziodgmaafica di una
massa nel mediastino anteriofigura 2) Generalmente questo e
sufficiente per porre diagnosi di timoma, mentreegessaria una biopsia
guando ci siano i sintomi di un linfoma o sia nsee® un trattamento
chemioterapico prima della rimozione chirurgica delimoré®.
Recentemente, e stato dimostrato che la scansiome I'octreotide
garantisce una specificita del 108%

La rimozione chirurgica € il principale trattamerger il timoma,
perché la maggioranza (90-95%) di questi tumoriea kbcalizzata. La
resezione completa del timo e giustificata percagpresenta il fattore

prognostico pitl rilevant&



La sopravvivenza a 5 anni e piuttosto buona, imdipatemente
dallo stadio del tumore, mentre a 15 anni scend@80% all’8% a seconda
dello stadio (dal | al 1V, rispettivament)

La relativa scarsa frequenza dei timomi, e la mangadi linee
cellulari umane di timoma hanno reso difficile l&disi genetica di questi
tumori. Studi recenti, tuttavia, dimostrano I'esista di una correlazione
tra lo stadio del tumore e 'aumento dell'espressiai determinati geni,
come c-Juff (associato ad un aumento della proliferazione)g Ar
DAP3'(associati alla resistenza alle radiazioni ionizarSono state
riportate anche alterazioni cromosomiche, comeidagibnf’, delezioni®

e traslocaziofir.

La Sindrome di Good

Un’associazione tra timoma e immunodeficit € stiacritta per la
prima volta nel 1956 da Robert A. Good, che ripattéaso clinico di
un’ipogammaglobulinemia secondaria a timéin& Il paziente descritto
da Good fu sottoposto a rimozione del timo, e li@néstologica rivelo la
presenza di cellule epiteliali “fusatgfigura 2) completamente differenti
dal tessuto timico normale. Accanto allipogamméaglmemia, il paziente
presentava altri deficit collegati allimmunita keare, che non vennero
risolti dalla timectomia. L'osservazione di un’asszione tra anormalita
timica e immunodeficienza porto il gruppo di Goadl @pprofondire gli
studi sul timo, in pazienti e in modelli murini, rpehiarirne il ruolo nel
sistema immunitariG.

La definizione di questa sindrome €& ancora piutt@sintroversa, e
nonostante sia riconosciuta come un’entita distidd#’Organizzazione
Mondiale della Sanifd non esistono ancora criteri formali per la

diagnosi’. In pazienti con timoma, I'incidenza dell'ipogamghebulinemia



oscilla tra il 6 %e '119%°% Le cause e la patogenesi di questa sindrome
non sono ancora note, anche se ci sono alcunenzeidehe supportano
I'ipotesi che il difetto principale possa esseré medollo osseo (arresto
dello sviluppo delle cellule pre-B, alterata mahnivae dei precursori
linfoidi).

La patologia insorge generalmente in un’eta congptesla quarta e
la quinta decade, con una frequenza simile tra mascfemmine. La
sindrome di Good puo presentarsi anche nei bamdonche se € un evento
piuttosto rard’. L'immunodeficit pud precedere o seguire la diaindi
timomd>" La diagnosi iniziale, come per il timoma, pud idare
dallosservazione di una massa nel mediastino ianéeche puo essere
asintomatica o essere accompagnata da tosse, dalgetto, disfagia,
dispend’.

Tra le infezioni cui vanno incontro i pazienti ceimdrome di Good,
le pil comuni sono quelle polmonari da batteri cégtg”. Il quadro clinico
osservato e simile a quello riscontrato in pazieoth immunodeficienza
comune variabile (CVID, common variable immune deficy)® |
pazienti inoltre possono presentare infezioni datta genito-urinario e
della pellé®. Contrariamente a quanto accade nella CVID, nolo so
immunita umorale € compromessa, ma anche quedléulo-mediata,
come dimostra l'insorgenza di infezioni da citorrlegaus’®. Sono state
descritte anche infezioni da herpes simplevaricella zostéf, e polmonite
daPneumocystis carinfi.

Nei pazienti con sindrome di Good, come nei pazmart timoma, Si
puo riscontrare la presenza di patologie autoimnfmyasthenia gravis
aplasia eritroide, anemia perniciosa, diabete toelle trombocitopenia
idiopatica®.

| patogeni piu comunemente ritrovati in pazientn cgindrome di



Good sono batteri capsulati, cotdaemophilus influenzaeStreptococcus
pneumoniag Pseudomonaspp, Klebsiella spp®°. Le infezioni micotiche
sistemiche invece non sono caratteristiche di qupatologia. Per quanto
riguarda le infezioni virali, il patogeno piu comamente ritrovato e il
CMV.

La principale alterazione a livello del sistema immtario e
'ipogammaglobulinemia: quasi tutti i pazienti hanlivelli ridotti di 1gG,
IgA e IgM sierich&”. Non ci sono pero in letteratura dati sulla ridue di
anticorpi specifici verso antigeni di richiamo. Cemel timoma, anche
nella sindrome di Good si riscontra 'inversioné @mporto CD4/ CD&.
Studi sullimmunita cellulo-mediata, quali 'aneagcutanea a due o piu
antigeni di prova, o il rigetto ritardato di trapta di pelle, hanno
sottolineato come nella sindrome di Good sianogmesnche deficit delle
cellule T 8 8% 8 | 'analisi dellimmunita cellulare in pazienti con
sindrome di Good ha rivelato che le infezioni oppnistiche, come quelle
da CMV, possono essere riscontrate anche in pazoemt una conta
linfocitaria superiore a quella osservata in pazieon infezione da HI
% Inoltre, casi clinici in letteratura mostrano @pazienti con sindrome
di Good e infezione da CMV abbiano perso completdmé capacita di
rispondere agli antigeni virali, pur conservandedgacita di rispondere ai
mitognei policlonali come la fitoemoagglutinina (R}*%

La prognosi in pazienti con sindrome di Good egia@ rispetto a
quella di pazienti con CVID. La sopravvivenza a fniadalla prima
diagnosi di ipogammaglobulinemia é del 70% versbOD% dei pazienti
con CVID, e a 10 anni & del 33% rispetto al 5%stejgetti con CVI'.
Le cause principali di morte sono le infezfnle patologie autoimmuni, o
le complicazioni ematologiche. Il timoma stessoe @h ogni caso viene

rimosso chirurgicamente, non sembra peggioraredgrosi®.



Pazienti, materiali e metod.i.

Pazienti.

| campioni di sangue periferico e di midollo osseguando
disponibile, sono stati raccolti in provette da eneono con citrato di
sodio come anticoagulante. Tutti i pazienti hanwoonifo il loro
consenso ad essere inseriti nello studio. Non patzienti sono stati
inseriti in tutte le analisi; il numero di paziepgr ogni tipo di studio é
indicato nella didascalia della figura. | clinicieid pazienti sono
riassunti nelle tabelle 1 e 4. L’istologia dei timioé stata valutata
secondo la classificazione dellOMS (ref. 46), estadiazione del
tumore secondo il criterio di Masaoka (ref. 60)pdzienti con una
grave linfopenia (meno di 700 linfociti/miinsono stati esclusi dallo
studio. Al momento del prelievo, i pazienti nonreryan trattamento
con farmaci immunosoppressivi. | pazienti sonoi stahsiderati B
linfopenici se la conta dei linfociti B CD19+/mirara inferiore a 100,
o la percentuale era inferiore al 6%. Campioniahgie di soggetti
sani, comparabili ai pazienti per sesso ed etap sbati usati come
controllo. Campioni di sangue di pazienti con immdeficienza
comune variabile (CVI) sono stati usati come cdtdrdi patologia
non correlata per l'analisi delle alterazione nefdciti circolanti.
Campioni di midollo osseo di pazienti con Lupus tériatoso
Sistemico, Mielodisplasia e Istiocitosi sono statializzati come
controllo di patologia non correlata per I'analisiSpectratyping nel

midollo osseo.



Analisi delle Immunoglobuline sieriche.

Da campioni di sangue raccolti in provette senzéceagulante e
stato separato il siero mediante centrifugazion20@0xg per 15
minuti in una centrifuga da banco Allegra X-12R ¢Bman Coulter,
rotore SX 4750). | livelli di IgA, 1gG e IgM sondadi misurati con un
protocollo classico di nefelometria (Beckman Immememistry

System; IgM, 1gG and IgA test, Beckman Coulter,avi, Italia).

Separazione dei linfociti del sangue perifericoe¢ midollo osseo.

| linfociti sono stati separati dal sangue perderie midollare
mediante centrifugazione a 1000xg per 25 minutnzaefreno, su
gradiente di Ficoll (Lymphoprep, densita 1.077 g/ndentinel

Diagnostic, Milano Italia) Le cellule mononucleatkel sangue
periferico (PBMC,peripheral blood mononuclear céellsosi ottenute
sono state quindi lavate 2 volte con PBS 1X a @5tk 5 minuti per
allontanare il Ficoll e centrifugate ulteriormematd50xg per 15 minuti
per allontanare le piastrine. | linfociti CD8+ ®&- (prevalentemente
CD4) sono stati isolati con tecniche immunomaghetiatilizzando

sfere magnetiche coniugate con un anticorpo ant® (IDynabeads
CD8, Dynal, Oslo, Norvegia) secondo i protocollinsmliati per la

deplezione.

Citofluorimetria e sorting.

Le analisi dellimmunofenotipo delle cellule delngae periferico e
del midollo osseo dei pazienti sono state effedtuatilizzando |l
citofluorimetro FACScalibur (Becton Dickinson, Mila, Italia), con
il software CellQuest (Becton Dickinson). Per ['hsia

citofluorimetrica a 3 0 4 colori, il sangue integostato incubato con



pannelli di anticorpi monoclonali diretti verso ghntigeni di
superficie. Dopo lincubazione, gli eritrociti sonatati lisati
utilizzando la FACS lysing solution (Becton Dickamg, secondo le
istruzioni del produttore. | pannelli di anticorpicludono anti-CD3
(clone UCHT1), anti-CD4 (RPA-T4), anti-CD8 (RPA-T&nti CD16
(3G8), anti CD19 (HIB19), anti CD56 (B159), anti €®(HI30) anti-
CD45RA (HI100) anti-CD10 (HI10a), anti-CD34 (58Xutti dalla
Becton Dickinson (Milano, Italia). L'analisi citafbrimetrica a 6
colori & stata effettuata su un citofluorimetro F&dganto (Becton
Dickinson). | dati sono stati compensati ed analizatilizzando |l
software FlowJo (TreeStar, USA). | PBMC sono stsparati dal
sangue periferco come descritto in “Separazione lidéociti del
sangue periferico”. 1 x focellule sono state utilizzate per ogni
colorazione Gli anticorpi monoclonali utilizzatirsm CD27 (0323),
CD62L (DREG-56) dalla E-bioscience (San Diego, CSA), CD28
(CD28.2), CD8 (RPA-T8), CD45RA PE (HI100) dalla Bet
Dickinson, CD3 (UCHT1) dalla Beckman Coulter. Peiseparazione
dei linfociti T CD8+naiveed effettori le cellule sono state separate ad
alta velocita (>30.000 cellule/sec) in un citoflmoetro MoFlo

(DakoCytomation, Milano, Italia).

Estrazione del’lRNA e Spectratyping.

L'RNA totale e stato estratto dai linfociti CD8+ @D8- , separati
magneticamente, utilizzando il TRIZOL (InvitrogeMjlano, Italia),

secondo le istruzioni del produttore. In brevecédlule sono state
centifugate a 750xg e sul risospese in TRIZOL eoftymio. Dopo

una centrifugazione a 12000xg la soluzione si separuna fase



organica e una fase acquosa, che contiene 'RNA&staufase viene
raccolta in una provetta nuova e I'RNA viene prdaip utilizzando
isopropanolo freddo. L'RNA viene quindi lavato itaeolo al 75% e
risospeso in BO trattata con DEPC (dietilpirocarbonato, Sigma,
Milano, Italia) per inattivare le RNAsi.

L’'RNA dai linfociti naive (CD8+ CD45RA+ CD62L+ CDZ) ed
effettori (CD8+ CD45RA+ CD62L- CD27-) e stato e#itvacon il kit
RNaqueos 4 PCR (Ambion, Huntingdon, UK) per estraizdi RNA
da basso numero di cellule (da 1000 a £*a@lule). Il kit prevede
I'utilizzo di una soluzione di lisi, il caricamentdel lisato su una
colonna che trattiene in maniera specifica 'RNAaesua successiva
eluizione. L'RNA é stato quantificato utilizzando $pettrofotometro
NanoDrop-1000 (Celbio, Milano, Italia).

Per lanalisi di Spectratyping, 500ng di RNA totag®no stati
retrotrascritti e amplificati in un’unica reaziongilizzando il kit
SuperScript™ [Il One-Step RT-PCR System with Plan® Taq
DNA Polymerase (Invitrogen, Milano, Italia). In bes gli stessi
oligonucleotidi sono stati utilizzati sia per |dragrascrizione che per
I'amplificazione. Unprimer 3’ comune e (CB3) é stato usato con 24
diversi primer 5’ (TCRBYV primer), le cui sequenze corrispondono a
quelle indicate da J. GorskiLe famiglie geniche BV amplificate per
I linfociti separati del midollo osseo sono: BV1VB BV3, BV4,
BV5.1, BV5.3, BV6.1, BV6.2, BV7, BV8, BV9, BV12, B3, BV14,
BV15, BV17, BV22 e BV24. Le famiglie amplificate e linfociti
sortati dal sangue periferico sono BV1, BV2, BV3y8B BV5.1,
BV5.3, BV6.1, BV6.2, BV7, BVS8, BV9, BV 11, BV12, B13,BV14,
BV15, BV16, BV17, BV18, BV19, BV20, BV21, BV23 e BPM. Le

condizioni della reazione di retrotrascrizione edpéficazione sono



le seguenti: 45°C per 30 min; 94°C per 30s (deaatane), 55°C per
30s @nnealing, 72°C per 30s (elongazione) per 35 cicli; 10 rain
72°C per l'elongazione finale. | prodotti dellaargone sono stati
separati sul sequenzatore automatico CEQ 8000 (BamckCoulter,
Milano, Italia). | risultati sono stati analizzaton il software CEQ
8000 (Beckman Coulter). Le famiglie geniche soraiestonsiderate
normali se presentano 5 o piu riarrangiamenti ibisitii in Mmaniera
guassiana, alterate se presentano piu di tre mgiaeenti con un
profilo non gaussiano, e oligo-monoclonali se pnémao 1 o0 2

riarrangiamenti.

Isolamento e test di funzionalita dei linfociti §re

| linfociti Treg CD4+ CD25+ sono stati isolati cahDynal CD4+
CD25+ Treg kit (Dynal, Oslo, Norvegia), secondoid&uzioni del
produttore. 1| PBMC, isolati come descritto in “Segmone dei
linfociti del sangue periferico”, sono stati inctibeon una miscela di
sfere magnetiche coniugate ad anticorpi direttitrmo®D14, CD19,
CD56, CD8 e CD235a (glicoforina), per la selezioregativa dei
linfociti CD4+. Dopo separazione magnetica, i liciftonon legati alle
sfere sono stati incubati con delle sfere magnetidoniugate
all’'anticorpo anti CD25, per la selezione positie linfociti T CD4+
CD25+. Dopo l'incubazione e la separazione deiokiif non legati
alle sfere, le cellule ottenute sono state trattaten il
DETACHaBEAD, una soluzione di anticorpi necessardla
rimozione delle sfere dalle cellule. Le cellule €D CD25-
(responde)y e le CD4+ CD25+ (Treg) sono state risospese iMRP
1640 (Invitrogen, Milano, Italia), supplementatoncb 10% di FCS,

2mM L-Glutamina, 0,1mM aminoacidi non essenzialQUaml



pennicillina, 2Qug/ml streptomicina, 1mM sodio piruvato (tutti fatini
da Invitrogen), e seminate in piastre da 96 poztetido piatto, in
diversi rapporti (Treg:responder 1:2, 1:20, 1:20D2000). La
proliferazione e stata indotta utilizzando delleeref magnetiche
coniugate con anti CD3 e anti CD28 (Dynabeads CD2K&T Cell
Expander, Dynal, 4*10sfere/1*10 cellule respondey. Il controllo
positivo e dato dall'incubazione delle cellusponder con le biglie
anti CD3/CD28. Le cellule sono state incubate9geore a 37°C, 5%
CO,, e neelle ultime 18 ore di incubazione e stataiusgg la
[*H]Timidina, (5QuCi/ml) (Amersham International, Amersham,
Buckingamshire). Per valutare lincorporazione @A di °H-
timidina, le cellule sono state processate aut@aaiente con unell
harvester(Tomtec) ed il DNA depositato su filtri. La raditgita €
stata misurata mediante un contatore di radiazomta, S-counter
(Microbeta Trilux — Wallac). La funzionalita denfociti Treg e stata
misurata come capacita di sopprimere la proliferazidei linfociti

responder.

Analisi statistiche.

Tutti | test statistici sono stati effettuati traeniil programma
StatView (Abacus Concepts, v1.03). | test utilizzmno I'analisi di
regressione, il test T di Student e il Mann-Whitriéyest per analisi
non parametriche. | risultati sono stati considesignificativi se
p<0,05.



Risultati

Alterazione della linfopoiesi B in corso di Timoma.

Nella prima parte dello studio sono stati reclufaipazienti, i
cui dati clinici sono riassunti nella tabella 1.ik8 pazienti analizzati,
6 erano soggetti ad infezioni ricorrenti a caricell'dpparato
respiratorio. La tabella 2 mostra [l'analisi microlbgica
dell’espettorato di tre pazienti con infezioni mnti. L’analisi delle
immunoglobuline sieriche (IgA, IgG e IgM), riassamtella tabella 3,
ha evidenziato che solo 3 dei sei pazienti conziofe ricorrenti
avevano valori di IgG sieriche al di sotto dei linmferiori, ed erano
quindi  considerati  pazienti con  Sindrome di  Good
(ipogammaglobulinemia associata a Timoma), mentfe pazienti su
6 si osserva una drastica diminuzione dei linfoBitCD19+, sia in
termini percentuali (meno del 6% dei linfociti @tanti, valori di
riferimento  7-15%) sia nel numero assoluto (meno di
100cellule/mm). L’analisi statistica tra i due gruppi di pazient
dimostra che esiste un’associazione tra l'insorgedz infezioni
ricorrenti e la diminuzione di linfociti B circoléin(figura 3, ma non
con lipogammaglobulinemia. La B-linfopenia non f{aor
necessariamente alla riduzione dei livelli siediclgG (figura 4), che
sono mantenute a livelli normali grazie alla seicnez da parte delle
plasmacellule residenti nei tessuti linfoidi secamdE’ clinicamente
evidente che, in questi casi, la presenza di questeunoglobuline
sieriche non garantisce una sufficiente protezidQaesti risultati
documentano che l'incapacita a rispondere alleziafe ricorrenti, in

pazienti con Timoma, correla con la diminuzione li&ociti B



circolanti  (p=0,03). La sindrome di Good, intesa meo
immunodeficienza associata a Timoma, dovrebbe quessere
definita come B-linfopenia, piuttosto che ipogamioaglinemia,
associata a Timoma.

Per definire la natura della B-linfopenia, é stat@alizzata
I'espressione delle molecole CD10 e CD19 sui liitfadel midollo
osseo di quattro pazienti con Timoma, di cui tréinBpenici. La
molecola CD10 identifica i precursori dei linfocB, mentre CD19 e
un marcatore delle cellule B mature circolanti. ¢elule CD10+
CD19+ sono precursori dei B in procinto di lascidrmidollo, sede
della B-linfopoiesi. Lafigura 5 mostra come nei tre pazienti B-
linfopenici manchino completamente i precursori defociti B
(CD10+ CD19-). In un solo paziente e presente [@fazione CD10+
CD19+, che perdo sembra incapace di maturare coampézite e
lasciare il midollo, perche all’'epoca dell’analisicellule B mature in
periferia erano completamente assenti. |l pazieote B-linfopenico
mostra una distribuzione delle popolazioni CD10+18be CD10+
CD19+ differente rispetto a quella del controlle: dellule CD10+
CD19+, oltre ad essere aumentate in percentugettisall’individuo
sano, mostrano un’eterogeneita nell'intensita dsfiressione di
CD10.

Alterazione delle sottopopolazioni T in corso didima.

Allo scopo di valutare l'impatto dei tumori timicsul
compartimento cellulare T sono state effettuatdisin@notipiche e
funzionali sui linfociti circolanti nel sangue plerico di 40 pazienti
con timoma di cui 20 con Sindrome di Good. | détiici dei pazienti

inseriti in questa seconda parte dello studio s@ssunti nella tabella



4. Tutti | pazienti analizzati sono stati timectagati per la rimozione
del tumore. La definizione di Sindrome di Goodatatatta sulla base
del numero di linfociti B circolanti (meno di 10@lule/mn?). La
tabella riporta i dati sulla contemporanea presedzgpatologie
autoimmuni. Non ci sono differenze nell'insorgemizaautoimmunita
tra i pazienti con Timoma e quelli con sindromeGihod, mentre i
pazienti con sindrome di Good sono piu sensibllingbrgenza di
infezioni ricorrenti rispetto ai pazienti con TimamlLa tabella 5
mostra i risultati dell’analisi citofluorimetrica etle popolazioni
linfocitarie circolanti nel sangue periferico deiedgruppi di pazienti e
nel gruppo di controlli sani. Dallo studio sonotis&sclusi i pazienti
gravemente linfopenici (numero di linfociti totatiferiore a 800/mrf)
Nei due gruppi di pazienti si riscontra l'inverseonlel rapporto tra
linfociti T CD4+ e CD8+, ma soltanto nel gruppo pkzienti con
sindrome di Good si osserva una drastica riduzidak numero

assoluto dei linfociti T CD4+figura 6. La figura 7 mostra 'analisi

della correlazione tra numero assoluto di linfoBitCD19+ e numero
assoluto di linfociti T CD4+. Da notare che dei fp&zienti con
sindrome di Good considerati, 10 hanno un numerdin@ociti T
CD4+ inferiore a 600/mm e di questi 5 hanno una conta di cellule T
CD4+ inferiore a 400/mfh

L’inversione del rapporto CD4/CD8 osservata naig@ati con
timoma non e dovuta esclusivamente alla diminuzidae linfociti
CD4, ma anche ad un aumento del numero assolutnttiti CD8
(figura 6. Sono stati quindi analizzati altri marcatori dmifociti
CD8, in particolare molecole associate a diveradistlifferenziativi
delle cellule T, come CD45 RA e CD45 RO. Nei patiiggon

sindrome di Good si osserva un aumento significatidella



percentuale di linfociti T CD8+ CDA45RA+ rispetto pazienti con
timoma e al gruppo di controllo (p= 0,00068ura 8A). La stessa
analisi e stata condotta su un gruppo di pazientin c
Immunodeficienza Comune Variabile (CVI, Common Yafe
di Good, hanno una forte diminuzione dei livelliidimunoglobuline
sieriche, ma non tutti sono B-linfopenici. Nei setig con CVI,
indipendentemente dalla conta dei linfociti B, nenosserva un
aumento dei linfociti T CD8+ CD45RA+ rispetto aintmlli sani
(figura 8). Quest’evidenza indica che l'alterazione dabsetCD8
CD45RA € caratteristica dei pazienti con sindromésdod. Esiste
una correlazione inversa tra la diminuzione deleEcentuale di
linfociti B circolanti e I'aumento dei linfociti TCD8+ CD45RA+
(r=0,6, p=0,035figura 9. Il 68% dei pazienti con sindrome di Good
ha una percentuale di cellule CD8+ CD45RA+ superial 25%,
mentre solo il 4% (1 paziente su 21) di quelli donoma supera
guesto valore. La molecola CD45RA identifica ldulel T naive cioé
recentemente migrate dal timo in periferia. La fanalita timica
diminuisce con l'eta, e questo si evidenzia condearemento della
percentuale di linfociti T naive. Tuttavia, in peati con sindrome di
Good la percentuale di linfociti T CD8+ CD45RA+ ane alta anche
negli individui piu anziani, contrariamente a quardi osserva in
pazienti con timoma e nei soggetti sani (dati nasnati).

L'analisi citofluorimetrica a 6 colori ha consentidi definire
meglio la natura delle cellule CD8+ CD45RA+ che autano nei
pazienti con timoma. Tra le cellule T CD8+ CD45RAen0 naive
soltanto quelle che esprimono anche CD62L, CD2D28; mentre le
CD45RA CD62L- CD27- sono le cellule effettrici @$pressione di



CD27 viene ridotta in seguito a attivazione deidaiti). La figura 10
illustra I'analisi condotta su due pazienti rapprgstivi, uno con
timoma (pannello superiore) e uno con sindrome aods(pannello
inferiore). Tra | due pazienti € evidente la diffiera nella
composizione del subset CD8+ CD45RA+: mentre nelgode con
timoma c’é un’espansione delle cellule effettriogl paziente con
sindrome di Good si riconferma I'accumulo di linito@ CD8+ naive.
La figura 11 riassume i risultati di quest’analisi su tre patieon
timoma e tre pazienti con sindrome di Good (compdacentuale di
linfociti B inferiore all’1%). Ogni grafico a torteappresenta il subset
CD8, e ogni spicchio indica la percentuale dellevedie
sottopopolazioni analizzate per I'espressione dit&RA e CD62L. Il
grafico a barre indica il contributo delle due pleoni CD27+ e
CD27- al totale dei linfociti CD8 naive: in questobset di linfociti, il
rapporto tra cellule CD27+ e CD27- e sostanzialmenantenuto e
paragonabile a quello dei controlli sani. L'altecee principale
quindi e 'aumento dei linfociti T naive nei pazienon Sindrome di

Good a discapito degli effettori.

Analisi del repertorio clonale T in corso di timoma

L'accumulo di linfociti naive osservato nei soggetton
Sindrome di Good potrebbe dipendere da un’espamsimnoclonale,
suggestiva di un linfoma, o da una generazioneagxtica di linfociti
maturi. Per chiarire questo aspetto e stata valueatomplessita del
repertorio del TCR nei linfocithaive ed effettori, separati tramitzll|

sorter. A questo scopo, e stata analizzata I'espressiefie famiglie



dei geni per la regione variabile della catena lukthrecettore per
I'antigene dei linfociti T (TCR) tramite Spectratpg. La figura 12
mostra lo stato del repertorio TCR espresso deadih T CD8+ naive
(pannello superiore) ed effettori (pannello infeglodi un paziente
con sindrome di Good. Al momento della determinagjdl paziente
aveva la percentuale di linfociti B CD19+ circoliamiferiore all’1%.
Una famiglia 3 e definita normale se presenta 5 o piu
riarrangiamenti (evidenziati come picchi, la cueare proporzionale
all'intensita di espressione del gene) con unaibdistione gaussiana
attorno al segmento genico di lunghezza medianadefniscono
alterate le famiglie che non rispondono a quesiuisti, e oligo-
monoclonali se presentano uno o due picchi (rigieamenti). |l
repertorio espresso dai linfocitaive CD45RA+ CD62L+ CD27+ e
sostanzialmente mantenuto: tutte le famiglie somspresse con
intensita paragonabile (dati non mostrati)), e @spno tutti i
riarragiamenti con un andamento gaussiano. Le leeliD45RA+
CD62L- CD27- hanno un profilo alterato, compagbdon la loro
attivita effettrice. Complessivamente, il repemonaive nei pazienti
con sindrome di Good € piu conservato rispettoalgwsservato nei
pazienti con timomafigura 13A): la maggior parte (60%) delle
famiglie espresse € normale, e non ci sono piclago-ononoclonali,
che si ritrovano invece in alcuni pazienti con tma Sia i pazienti
con timoma che quelli con sindrome di Good hanneecge |l
repertorio espresso dagli effettori profondameintierato, con molte
famiglie VB che esprimono solo uno o due riarrangiamenti. dlian
riportata in figura 138 in che percentuale di pazienti le singole

famiglie VP si ritrovano alterate o mono-oligoclonali. Da rretahe la



famiglia BV18 ha un profilo mono-oligo clonale siai pazienti con
timoma che in quelli con sindrome di Good, mentrevplentemente
in questi ultimi si ritrova un’alterazione oligo-maclonale delle
famiglie BV2 e BV3.

Per investigare ulteriormente la patogenesi dellmf®penia, e
stato analizzato il repertorio delle cellule T CBPACD8 nel sangue
periferico e nel midollo osseo, sede della B-lid&si. La
popolazione CD4 mantiene un repertorio sostanziaieneonservato
(dati non mostrati) sia nel sangue periferico ceemidollo dei due
gruppi di pazienti. Il subset CD8, invece, preseuaisalterazione
oligo-monoclonale della famiglia BV8 che si ritrovsoltanto nel
midollo osseo dei pazienti con sindrome di Gobdufa 14A). La
famiglia BV8 & normale nel sangue periferico di sjupazienti, e nel
midollo di pazienti con timoma, o con altre pataéogon correlate al
timoma (mielodisplasia, istiocitosi, LES). Non dgiravano altre
espansioni mono-oligoclonali comuni a piu paziefiigura 14B).
Questi risultati suggeriscono la presenza di umgané nel midollo
0sseo verso cui rispondono i linfociti T CD8+ BV8&8determinando
uno stato inflammatorio potenzialmente coinvoltd hcco della

linfopoiesi B.

Alterazione dei sistemi di tolleranza perifericaciorso di timoma.

Lo studio sugli effetti del timoma sulle cellule€Tstato esteso
alle cellule con funzione soppressoria che co-esmd i marcatori
CD4 CD25 definite cellule T regolatorie (Treg). @tidinfociti sono
in grado di limitare la risposta immunitaria e sopbabilmente

coinvolti nei meccanismi di tolleranza perifericd.’analisi



citofluorimetrica ha evidenziato una riduzione delpercentuale
(p<0,000001 figura 1%A) e nel numero assoluto (p<0,0000@&ura
15B) di linfociti Treg CD4+ CD25+ in entrambi i grupdi pazienti
rispetto ai controlli sani. Non ci sono differenggnificative tra i
pazienti con Timoma e quelli con sindrome di Gdoa diminuzione
dei linfociti Treg potrebbe essere dovuta alla zidne globale del
subsetCD4+; per verificare quest’ipotesi, le percentudililinfociti
CD4+ CD25+ circolanti sono state normalizzate gepércentuali di
cellule T CD4+ totali. Nei controlli sani le Tre@ppresentano il
19,7% dei linfociti CD4+ figura 15C), mentre nei pazienti con
sindrome di Good e in quelli con timoma sono rigpamente
'11,7% e il 13,5% (p=0,03). Quest’evidenza suggmriche, accanto
alla riduzione certamente dovuta alla diminuziatielinfociti T
CD4+, ci sia anche una perdita selettiva dellaitz[Treg.

La valutazione dei meccanismi cellulari, resporisatbella
tolleranza periferica, non puo prescindere dalliandunzionale dei
linfociti Treg CD4+ CD25+. Quest’analisi si rendecessaria poiche
la molecola CDZ25, recettore delllL2 e marcatordledelreg, e
espressa anche sui linfociti attivati. L'attivitdgolatoria delle cellule
T CD4+ CD25+ viene quindi misurata come capacitsogiprimere la
proliferazione dei linfociti T CD4+ CD25- autologkiesponde) in
risposta a stimoli mitogenici policlonali, come ddimolazione delle
molecole CD3 e CD28. Le Treg isolate da pazienti Tmnoma e con
sindrome di Good sono in grado di inibire la pei#zione delle
cellule responderautologhe in maniera paragonabile a quelle dei
controlli sani figuralg. Quindi la diminuizione del numero di Treg,
piuttosto che una carenza della loro capacita ssgpria, potrebbe

contribuire all'instaurarsi di fenomeni autoimmumicorso di timoma.






Discussione.

Alterazione della linfopoiesi B in corso di Timoma.

La sindrome di Good € definita come ipogammag|atautia
associata a Timom&a "> > Nella prima parte dello studio, sono stati
caratterizzati 18 pazienti, di cui 6 con infezigiworrenti. Il quadro
clinico di questi pazienti, per il tipo e la frequza di infezioni
riscontrate, li avvicina a quelli con CVIB) ma a differenza di questi,
non tutti i pazienti i con timoma e aumentata dahts alle infezioni
mostrano una diminuzione dei livelli sierici di immmoglobuline.
L'analisi citofluorimetrica multiparametrica delrsgue periferico ha
permesso di identificare pazienti con timomi coavgr linfopenia B,
che non é sempre associata alla diminuzione deililigierici di
immunoglobuline. Questi pazienti non rientrano guinella classica
definizione di GS, anche se presentano evidentnisebnici di
immunodeficienza, che é associata quindi alla s&&véella linfopenia
B e non al deficit di anticorpi circolanti. QuesBultati ridefiniscono
la sindrome di Good come B-linfopenia associatamradma’.

L’'analisi citofluorimetrica multiparametrica del dullo osseo
di alcuni pazienti con timoma ha evidenziato difdttinfopoiesi allo
stadio pre-B e pro-B. In particolare, nei pazieftilinfopenici la
popolazione pre B CD10+ CD19- e completamente &ssen la
popolazione CD10+ CD19+ e assente 0 incapace drameigin
periferia. Questi risultati indicano che la B-lipinia € secondaria ad
un deficit intramidollare di linfopoiesi B, comeséato dimostrato per
altre patologie ematiche associate al timoma, cbapéasie eritroide
(pure red cell aplasid)®®* L'analisi del midollo dovrebbe essere

sempre eseguita in pazienti con timoma, per ideat# precocemente



I pazienti in fase “pre Good”. il paziente con tima non B-
linfopenico analizzato presentava una popolaziame emogenea di
linfociti CD10+ CD19+ nel midollo, con una distribone differente
rispetto al controllo sano. A distanza di un anihg@aziente ha poi
sviluppato la Sindrome di Good, con la perditaleotiei linfociti B in

periferia.

Alterazione delle sottopopolazioni T in corso thdéima.
Nei pazienti con sindrome di Good si riscontra uftate
diminuzione dei linfociti T helper CD4+: questo diccomuna ai

pazienti con infezioni da HR’%*° ai quali sono simili anche per

'aumentata sensibilita alle infezioni da patogepiportunisti’® >’
L'attivita helper dei linfociti T CD4+ €& necessarala corretta
generazione di linfociti T CD84memory*>***%? Questo potrebbe
spiegare I'accumulo di linfociti T CD8taive osservato nei pazienti
con sindrome di Good, anche se questa relazioneenwrra nei
pazienti con HIV''® che hanno livelli di linfociti CD4+ molto al di
sotto della normalita (meno di 400 cellule/fyyma non si osserva un
aumento debubsetT CD8+ CD45RA+ CD62L+ CD27+. In soggetti
sani, la popolazione naive CD8+ tende a diminuwma teta, e ad
essere sostituita dai linfociti T effettori, e allcellule della
memorid®*'%>1% La percentuale di linfociti T CD8 naive nei patie
con sindrome di Good si mantiene invece molto (g aei controlli
anche nei pazienti anziani. Nei pazienti con irdezicroniche (da
HIV, da CMV, da EBV), di solito si ritrova un’espsione del subset
degli effettori, piuttosto che delle cellule naiamche se i dati presenti
in letteratura si riferiscono generalmente al fggwtdei linfociti T

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



103.19° Queste osservazioni confermano come I'espansideka

popolazione di linfociti T CD8+ sia un’ulteriore redteristica
specifica dei pazienti con sindrome di Good, e cdameénancanza
degli effettori sia correlata all'incapacita di ¢alare le infezioni da
patogeni opportunisti come il CMV. La sindrome dodd non va
definita quindi come “ipogammaglobulinemia” ma comea

condizione di “immunodeficit severo combinato assm¢ (SCID)

associata a timoma, in cui i linfociti T CD4 e C[8j linfociti B sono
incapaci di rispondere in maniera efficace allezndni da patogeni
batterici e virali.

Allimmunodeficienza, nei pazienti con sindrome@ood, si pud
associare la presenza di patologie autoimmuni:irn@ndizione della
percentuale e del numero assoluto di linfociti T4+ CD25+ puo
associarsi alla slatentizzazione di cloni auto-agsjvi® *'° anche se
guesta condizione non é specifica per la sindrom&abd, ma é

comune a tutti i pazienti con timoma"

Analisi molecolare del repertorio clonale T in cordi timoma.
L'accumulo di linfociti vergini osservato nei sodtiecon GS

potrebbe dipendere da un’espansione monoclonaigestiva di un
linfoma, o da una generazione extratimica di liftfomaturi. Per
chiarire questo aspetto é stata valutata la cosipdedel repertorio del
TCR nei linfociti vergini ed effettori, separati diante
citofluorimetro a flusso. La combinazione di queséeEniche ha
permesso di evidenziare marcate differenze nellaptessita dei
repertori clonali nei soggetti B-linfopenici rispetai pazienti non B-
linfopenici: nei soggetti con sindrome di Goodrepertorionaive &

perfettamente conservato, come se il timo avesseoran la



funzionalita che si osserva in un soggetto giovguest'osservazione
suggerisce che, essendo tutti i pazienti timectoatizpossa esistere
una sede di timopoiesi extratimica, che funzionemadmente anche
dopo la rimozione del timo. L'analisi degli effaitol CD8+ ha
mostrato la presenza di espansioni oligo-monocionamuni ai
pazienti con timoma e a quelli con sindrome di Gamine BV18, e
di altre presenti quasi esclusivamente nei paziemti sindrome di
Good, come BV2.

Per investigare la patogenesi della B-linfopeniatato analizzato
il repertorio delle cellule T CD4 e CD8 nel midolhsseo, sede della
B-linfopoiesi. Mentre la popolazione CD4 mantiene repertorio
sostanzialmente conservato, come osservato neusgpeyiferico, il
midollo dei pazienti B-linfopenici € infiltrato dana popolazione
oligoclonale di cellule T CD8+. Questi risultati ime rivelato
I'esistenza di una reazione immunitaria intramidia@l mediata dai
linfociti CD8 potenzialmente responsabile dell'alm@zione dei
linfociti B autologhi, che potrebbe spiegare I'adiZone della B-

linfopoiesi evidenziata dall’analisi citofluorimeta.

Conclusioni

| risultati ottenuti portano ad una nuova definimo della
Sindrome di Good come Immunodeficienza Combinataef®e
associata a timoma, nella quale la gravita deflezioni si associa alla
perdita progressiva e irreversibile dei linfocitiCD4, dei linfociti B e
all’alterazione del programma di differenziamen#o lchfociti T CD8.
La B-linfopenia non si manifesta come ipogammagliolemia, ed e
determinata da un blocco della linfopoiesi nel Maosseo, dove |

precursori delle cellule B possono essere completiéenassenti o



accumulati in una forma immatura. Il blocco deliafdpoiesi puo
essere determinato da un’autoaggressione a livatlollare, mediata
da linfociti T citotossici, espansi nel midollo pkr presenza di un
antigene che ne guida la proliferazione. L’attioa& dei linfociti T
verso un autoantigene puo essere innescata dedlatine di
un’infezione virale latente: un possibile candidaté |l
Citomegalovirus (CMV). Il follow-up di questi pazig ha evidenziato
inoltre come la sindrome di Good sia un’evoluzial®et timoma, per
cui lanalisi dellimmunofenotipo T- B dovrebbe ess effettuata
anche in pazienti che non siano clinicamente imroangpromessi.

| risultati ottenuti, e il confronto con i dati [@@nti in letteratura
su altre patologie ad etiologia nota simili allaadsome di Good
possono aiutare a definire dei modelli di patogenéds’ipotesi e
guella dell’alterazione genetica, a carico di gehe sintetizzino
proteine preposte ai meccanismi di riarrangiamentiparo del DNA,
come accade in alcune SCIBdvere Combined Immunodeficiency
Se questipotesi e vera, la stessa alterazione tigan@otrebbe
innescare I'attivazione degli oncogeni e quindi damparsa del
timoma, il deficit di differenziamento dei linfocilT e la mancata
produzione di immunoglobuline. Contro quest’ipotg&ro, c'e la
mancanza di dati solidi in letteratura riguardoer@tzioni geniche
comuni a piu pazienti.

Un’ipotesi e che, come nell’HIV, esista un virusftitropico,
che infetti i linfociti B nel midollo, e in parte linfociti CD4+
circolanti, riducendone progressivamente il numeeopresenza di un
virus nel midollo potrebbe anche spiegare l'attivag monoclonale
dei linfociti CD8+ BV8+ osservata nel midollo deazenti con

sindrome di Good. Il virus potrebbe essere “oppm@ta” e



slatentizzarsi in seguito ad uno stato di immuniedeb comunque di
alterazione del sistema immunitario secondari alotha o alla
timectomia. In questo caso, uno dei candidati pababili € il CMV.
Quest’ipotesi e supportata dallaumentata incidemizainfezioni
cardiache, polmonari e oftalmiche da CMV in pazieon sindrome
di Good. Inoltre, nel follow up di alcuni dei paate considerati in
qguesto studio, abbiamo potuto osservare che initsegu terapie

antivirali si osserva un aumento della conta doluiti B.
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Tabella 1. Dati clinici dei pazienti con Timoma.

Paziente Sesso/eta  Timectomia  Istotipo Stadi(F)) atolqgle I_nfe2|on|.
associate ricorrenti

1 FI75 Biopsia c & U Si

2 M/54 Timectomia B2 IVa MG Si

3 F/58 Timectomia Bl Il Si

4 M/56 Timectomia B2 IVa Si

5 M/72 Biopsia Bl IVa Si

6 M/48 Timectomia B3 IVa

7 F/52 Timectomia  AB [l MG, PRCA

8 M/61 Biopsia B2 IVb PRCA Si

9 F/70 Biopsia C 11 My

10 F/64 Timectomia  AB Il

11 F/40 Timectomia B2 I MG

12 M/19 Timectomia Bl Il

13 F/68 Timectomia C IVb

14 F/48 Timectomia B3 11 MG

15 F/64 Timectomia C IVb

16 M/34 Timectomia  Liposarcoma |l

17 M/61 Timectomia C 11

18 F/65 Timectomia B2 1 MG

! Secondo il sistema di stadiazione di Masaoka(ref1)

2Secondo la classificazione dell’OMS (ref.46)

30, Orticaria; My, Mieloradiculopatia; MGvlyasthenia GravisPRCA, Aplasia

Eritroide (Pure Red Cell Aplasia).

Tabella 2. Analisi dell'espettoato di tre pazienti con infezioni polmonari

ricorrenti.

Paziente 2

Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Staphytecus aureus,
Haemophilus parainfluenzae, Klebsiella pneumoritaderobacter
agglomerans

Paziente 5

Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans

Paziente 8

Salmonella gruppo B, Streptococcus viridans gruBpB8ranhamella

catarrhalis, Candida albicans




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

Paziente IgG* IgA IgM CD3* CD3t CD19+  CD19+
9 98 OV o) (cellule/mmd) (%) (cellule/mn?)

1 744 28 1.0 70 1876 d 0

2 120 2.8 05 68 1300 3 39
3 23 0201 59 1242 14 173
4 74 1.0 06 84 2017 0 0
5 23 0202 98 5444 0 0
6 100 2.4 1.2 62 1358 12 162
7 1.8 03 02 93 2400 3 72
8 82 2009 98 19629 0 0
9 12 03 01 83 1845 0 0

10 96 1.6 1.2 69 756 17 128
11 123 2211 90 1349 3 44
12 78 1.4 12 68 1055 20 315
13 16.9 48 15 65 850 15 196
14 90 2005 56 941 5 84
15 88 1517 70 1680 5 120
16 86 1.2 08 54 128 1 2

17 13.7 2816 76 1762 4 90
18 106 3112 62 1411 7 159

Valori di riferimento:igG 7-16 g/l, IgA 0.7-4.1, IgM 0.4-2.3
“Linfociti 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  Eta Stadid Istotipo® Infezioni  Patologie
F/IM  (intervallo) ricorrenti  associaté

(numero di casi)

Sindrome di  6/13 47 (28-64) 1(1),1(4), AB(3);BlL  Si(12), MG (12),

Good 1l (3), IVa (1); No (8) PRCA (1),
(n=19) (9), IVb (2) B2 (7); B3 (5); SLE (1),
C (1) PNH (1),
psoriasi
1)
vasculite
(1), asma
D),
tiroidite
(2), liken
).
Non B- 11/10 48 (19- 1 (3), 1l AB (2), Si(7), MG (10),
linfopenici 69) (20), 11 B1(4),B2 No liken (2),
(n=21) @, v (10), C (14) PRCA (1),
(4), (1), asma (1),
N.D>(3) N.D.(3) vitiligo (1),
vasculite
D),
multineurite
cronica (1).

'meno di 100 cellule/mr

2Secondo il sistema di stadiazione di Masaoka(refl)

3Secondo la classificazione dell’OMS (ref.46)

* MG, Myasthernia GravisPRCA, Aplasia Eritroide (Pure Red Cell Aplasia);
SLE, Lupus Eritematoso Sistemico (Systemic Lupuyghematosus); PNH,
Emoglobinuria Parossistica Notturna (Paroxysmalttioal Haemoglobinuria).
> N. D. Non definito.



Tabella 5. Analisi dell'immunofenotipo in pazienticon Timoma.

Linfociti Sindrome di Good Timoma Controlli
(n=19) (n=21) (n=25)
CD3+ 80,#11,0* 71,4:9,1 72,8t5,2
(114()t434)1 (1499t817) (1366:382)
CD4+ 34,8t13,6* 36,3t11,4* 62,8t8,1
(476£228) * (749t464) (843t285)
CD8+ 40,2+12,9* 31,6t12,0 30, A7
(585£330) * (691£555) * (440£199)
CD19+ 2,242 1* 12,457 11,8:3
(34+£30) * (232£115) (224+98)
CD16+56+ 12,9+10,1 12,8t5,8 12,65
(173t145) (257+169) (231+£105)

Y| valori tra parentesi indicano il numero di ceditthn?
* Differenze statisticamente significative (p<0,005
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Figura 1. Criteri per la diagnosi di Timoma.
A, Rapdrografia postero-antenone d1 un paziente con iimoma. 31 noda una massa che s1

estende verso destra.
B. Tessuto timico I un pagiente con timoma e sindrome di Good. Si nota la

prevatenza di cellule epiteliali fusate e la scarsita di tessuto Imioide. (da Good BA,
Iy Reew 2002 ref. 71)
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Figura 3. Correlazione tra B-linfopenia ed insorgenza di infezioni

ricorrenti in pazienti con Timoma.

Il grufice indica le medie det valon di IgG o sieriche e linfocitl B circolanti i pazienti
com timoinsd (=13, barra bianca) e m pagientl con timoma e infezion] ricorrentl
in=6, harra nera). La barra dell” errore indica la deviazione standard, Lanalisi
statistica mndick una correlazione sigmificativa (p=0.03) tra la diminuziong della
percentuale di infociti B circolanti € Minsorgenza di infezioni ricorrenti.
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Figura 4. Correlazione tra lgG sieriche e linfociti B circolanti.

Il grafico mostra la distribuzione der valor delle 12G sieniche rispetto a lnfocit B
circolanti m 13 pazienti con Timoma {circoletti bianchi) e in 6 pazienti con timom
£ Infezioni ricorrentl (circoletti nert). L analisi di regressione ndice che non c'é una
corrspondenza tra la diminuzione delle cellule B e 17 ipommmagiobuiinemia (1= 0,4
p=0.1¥%
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Figura 5. Analisi citofluorimetrica dei precursori dei linfociti B in

pazienti con Timoma.

I citogrammi mostrane 17analis] dell espressione delle molecole CDI0 ¢ CDS sui
linfoctti presenit nel midolle psseo di un pazienie con tmoma e di un controdloe
{pannetly superiore) e di tre pagienti B linfopenici. 1 numer  nei citogramim
indicano la percentuale di cellule nei quattro quadranti. Le cellule CD 10+ CDIW- &
CDI+ CDI9+ rappresentano i precursori dei linfociti B.
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Figura 6. Alterazioni nel numero dei linfociti circolanti in pazienti

con Timoma e Sindrome di Good.

Listogramma indica la media del numero assoluto detle diverse popolazioni di
linfocitt circolanti osservato m pazientl con Sindrome di Good (n=13. nero), con
Timoma (m=19. hianco), & nei controlll sani (=213, grigio). Dallanalist sono stati
esclusi | sogeetti francamente linfopenici (linfociti totali < 1000/mm? ). L asterisco
indica una differenza statisticamente significativa (p=0.03) rispétto al controllo.
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Figura 7. Correlazione tra il numero di linfociti B CDI19+ e il
numero di linfociti T CD4+ in pazienti con Timoma.

Il grufice mostra come 2l dimmuire dei tnfocitl CID19+ sia associata la diminiz ione
di linfocitt T CD4+ =05, p=1,033). Del 13 parienti con Sindrome di Good
analizzati, 10 hanno meno di 600 cellule CD4+ /mm?, e di guesti 5 hanno meno di
40} cellule CD4+mmy.
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Figura 8. Aumento dei linfociti T CD8+ CD45RA+ in pazienti con

Sindrome di Good.

A 1l grafico mostra la media delle percentuali di linfociti T CD&+ CD43RA+ osservate
in pazientl con Sindrome di Good (p=16. nero), con Timoma (n=21. bianco), & nei
controlli sani (n=20, @m@mo). Net pazient] con Sindrome di Gooed 51 0sserva un aumentao
sipnificativo (p= 00008} della percentuale di cellule T CD8+ CD43EA+, rispetio a
controlli & ai pazienti con Timoma. B. Confronto tra le percentuali di linfociti T CDE
CD45EA+ in 33 pazienti con Immunodefcienza Comune Variabile (CVT), di o 12 B-
linfopenici (CVI B-) € 31 non B-linfopenici {percentuale di linfocion B circolanti
superiore al 6%, UV B+, e quelle osservate nel gruppo dei controlll. Nei pazienti con
CV1 la B-linfopenia non comela con un sumento del linfociti CDE+ CD43R.A+, che
risultang diminuiti in maniera non statisticamente significativa (p=0.07} rispctto ai
controlli,
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Figura 9. Correlazione inversa tra la percentuale di linfociti B
CD19+ ¢ la percentuale di linfociti T CD8+ CD45RA+ nel sangue

periferico di pazienti con Timoma.

Il grufice mostra come 2l diminuire dei lintocitn CD1%+ 512 associalo un sumento det
linfoctti T CDE= CD45EA+ (r=0.6, p=0035). Del 16 pazientl con Sindrome di
Good analizzati, 11 hanno pin del 20646 di infociti COS CD43RA+,
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Figura 10. Analisi multiparametrica dei linfociti T CD8+ in pazienti

con Timoma ¢ con Sindrome di Good.

I diagrammi mostrano 'analisi citofluorimetrica defl’espressione delle molecole CD3,
CDHR, CD43EA. CD62ZL, CDIT7 g CD28 n un pazienie con Timoma (pannetbo
superiorele in un paziente con Sindrome di Good (pannello inferiore). 1 diagranmmi a
sinistra 31 riferiscono all espressione di CD3 e CDE in linfocni individuaty per
dimensioni ¢ granulositd quelli centrali all”espressione di CD45RA e CD6ZL sui
linfociti CD3+ CDS8+. I diagrammi a destra mostrane Uespressione di CD27 e CD28
sulle cellule CD3+ CD8+ CD43RA+ CDGZL~ (naive) e sulle cellule CD3+ CDE+
CD43RA+ CD62L- (effettori).
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Figura 11. Differente composizione della popolazione T CDS3+ in

pazienti con Timoma e Sindrome di Good.

I grafict a torte mostrane o differente composizione del subser di hnfocion T CDE+
hase all"espressione delle molecole CD45RA & CD6GZL 1 grafict a sinistra si riferniscono a
pazienti con Timoma, mentre quelli a destra mostrano i valori osservati in pazienti con
Sindrome di Good, Delle cellule nave (CD45RA~ CD6IL+) ¢ indicata anche
I'espressione della molecola CO2Y. 11 prafico a barre mostra il contributo detle celhule
CD27+ (lilla) e CD27- {viola) al totale de1 limfocity CDR+ CD453+ circodantn n 13
pazienti con sindrome di Good, in 8 pazienti con timoma ¢ m 18 controdli,
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Figura 12. Analisi del repertorio linfocitario T nei linfociti CD8+ naive

ed effettori nella sindrome di Good.

I due pannelh nportano gl elettroferogramoi delle 24 famiglie BY analizzate ner linfociti
T CD8+ naive ed effetton {separate tramite sorting delle cellule CD45EA+ CDa2L+
CD27+ & CD45EA+ CD62L- CD27-, rispettivamente) di un paziente con sindrome di
,3% ). Omi picco rappresenia un ramangiamento di

Cood (linfocitt B circolant =

diversa lunghezza dello stesso sepmento fenico VR T numen nei riquadn indicano L3

famiglia V]
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Figura 13. Analisi del repertorio VB dei linfociti naive ed effettori in

pazienti con Timoma.

A1 mraficl mostrano la media delle famiglie normzali (profilo ganssiano, da 3 & 10 piochi),

alterate (pm di due picchi profilo non gaossiano) ed oligo-monoclonall {uno o due
picchi) nei nfocitl T CDE+- nave ed effetton (separate tramite soning delle cellule
CD43RA+ CDe2Lt+ CD27T+ e CD45RA+ CD6IL- CD27- rispettivamentel in 7

pazienti con Timoma (barra bainca) e in 5 pazienti con Sindrome di Good (barra nera).

B. 1 grafici mostrano. per o@mi famiglia BY, la percentuale di famighe alteratc o oligo-
monoclonaht nei pazientt con Timoma (barre bianche) o con Sindrome di Good (barre

nere ) analzzati.
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Figura 14. Analisi del repertorio VB nel midollo osseo dei pazienti con

Timoma e Sindrome di Good.

Profile dell’espressione della famiglia BYE nei linfocit del sangue periferico e del midollo
osseo (PBL e BM, rispettivamente) di 5 pazienti con Sindrome di Good (1-5), 2
pazienti con Timoma (6-7) e tre pazienti con patologie non correlate al Timoma (8,9, 10,
[stiocttost, Lupus Eritematoso Sistemico ¢ Mislodisplasia, rispettivamente).

B. Schema riassuntivo del repertorio BV espresso nei linfociti CDE+ e CDE- (CD4) nel
midollo det 3 pazienti con Sindrome di Good e § con Timoma. Le caselle bianche, guelle
barrate € quelle nere rappresentano rispettivamente famiglie con un profilo gaussiano,
alterato od oligo-monoclonale. L°assenza della casella rappresenta | assenza della
famiglia V.
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Figura 15. Riduzione dei linfociti Treg CD4+CD25+ nei pazienti
con Timoma.

A, Gli istogrammi indicano la riduzione della percentuale delle cellule T CD4+
CD23+ (Treg) nel pazienti con Timoma rispetto &l controlli sani {p=0,(M0HF} ).
Mon ol sono differenze significative tra 1 pagienti con Timoma e 1 pazienti con
Sindrome di Good,

B. Riduzione del numero assoluto di linfociti CD4+ CD25+ in pazienti con
Timma & con sindrome di Good.

C. Nei due guppi di pazienti si riduce il rapporto relativo tra cellule CD4+
CD23+ e linfocoto T CD4+ totali (p=0,03 ).
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Figura 16. Funzionalita dei linfociti Treg in pazienti con Timoma.

Il grafico mostra "analisi detta capacitd regolatoria dei linfoeiti T CD4+ CD25+,
misurata come soppressione dells proliferazione der linfocin autologh ChD4+
CD25- (responder). 1 § pazienti] © ) con timoma (di cui 2 con Sindrome di Good}
hanno una capacitd sop pressoria paragonabile a quella del controllo (H).
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