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INTRODUZIONE

1. Impatto della genetica in medicina

Per molte patologie la suscettibilita individuale ¢ influenzata da alterazioni genetiche.
Di conseguenza, comprendere la correlazione tra mutazioni genetiche e sviluppo delle
patologie, rappresenta uno strumento per identificare i meccanismi alla base
dell’eziopatogenesi e per evidenziare nuove e piu specifiche strategie per la diagnosi, la
prevenzione e il trattamento delle stesse [1].

Tra il 1980 e il 1990, gli sforzi per la mappatura del genoma si sono concentrati su
malattie rare, monogeniche e sindromiche, e per lo piu guidati dall'analisi dei
collegamenti all'interno di complessi alberi genealogici. L’individuazione dei segnali
genetici ¢ stata poi seguita dal sequenziamento dei geni trovati con metodica Sanger,
per identificare gli alleli causativi di malattia all’interno dei loci. Successivamente la
patogenicita delle mutazioni geniche (basata sul riscontro di varianti presumibilmente
causative di malattia in piu famiglie e la concomitante assenza delle stesse negli
individui sani) era generalmente confermata da studi funzionali in modelli cellulari e
animali. Questo percorso verso l'identificazione dei geni ¢ stato laborioso; tuttavia, nel
2000, erano state caratterizzate circa 1.000 delle 7.000 malattie ereditarie monogeniche
[2]. Gradualmente, quindi, si ¢ ridotta 1’attenzione sull’analisi degli alberi genealogici a
favore di una raccolta dati sui singoli casi affetti, fino all’analisi di grandi coorti di
pazienti con caratteristiche fenotipiche differenti, rivelando nuove varianti a
trasmissione dominante e associate a diverse presentazioni cliniche [3-4]. Dopo il primo

sequenziamento completo del genoma umano nel 2004, la crescente necessita di
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analizzare un gran numero di genomi in modo rapido, economico e accurato ha guidato
il passaggio dal tradizionale metodo Sanger verso nuove tecnologie ad alto rendimento
[5]. Nel 2005, ¢ stata inaugurata la nuova era della tecnologia Next Generation
Sequencing (NGS), il primo sequenziamento in parallelo del DNA, che ha notevolmente
accelerato il ritmo della generazione dati, riducendone, al tempo stesso, i costi [6].

La genetica medica ¢ stata caratterizzata dalla rapida applicazione nella pratica clinica.
Ad oggi esistono test genetici mirati congiuntamente a tecniche di sequenziamento del
genoma piu estese che, quando necessario, consentono l'analisi di un maggior numero
di geni rilevanti [7]. La transizione dai test genetici mirati al sequenziamento dell’esoma
completo (WES) e dell'intero genoma (WGS) ha consentito la rianalisi e la
reinterpretazione di singole sequenze geniche individuando nuove mutazioni alleliche

causative di malattia e le loro conseguenze fenotipiche [8].

2. Genetica e Inborn Error of Immunity (IEIs)

Piu che in altre discipline mediche, le conoscenze nel campo degli Inborn Error of
Immunity (IEIs) sono in rapida espansione grazie ai recenti progressi nel
sequenziamento genico, negli strumenti di editing genetico e all’introduzione di nuovi
farmaci biologici e di small molecules diretti contro specifici checkpoints rilevanti

nell’immunita, nell’inflammazione e nel cancro [9].

Con I'utilizzo della tecnologia NGS nello studio del WES e del WGS, ¢ stato possibile
individuare un numero sempre maggiore di IEIs definiti, evidenziando ’eterogeneita

fenotipica e il pleiotropismo genetico di questi disturbi [10]. E stato inoltre evidenziato
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come anche le mutazioni introniche profonde possano causare malattia [11-12].
L'incremento del successo diagnostico delle malattie rare ottenuto utilizzando i1l WGS
rispetto al WES ¢ tra 6-11% e 1'uso del sequenziamento dell'RNA supporta il processo

diagnostico, aiutando a chiarire la fisiopatologia della malattia [13].

La possibilita di diagnosticare gli IEIs utilizzando la tecnologia NGS porta con sé la
necessita di confermare il significato delle nuove mutazioni, classificate come “varianti
di significato incerto” (VUS), anche in geni noti correlati alle patologie. 1 costi
economici, unitamente al tempo e alle competenze necessarie per analizzare queste
mutazioni e per interpretarne i risultati rappresentano attualmente 1 principali ostacoli

all’utilizzo routinario dell’analisi genetica nella pratica clinica [9].

3. Inborn Error of Immunity (IEIs)

Gli Inborn Error of Immunity (IEls) comprendono un vasto gruppo di disordini
caratterizzati da deficit a diversi livelli della risposta immunitaria innata e adattativa. I
pazienti affetti presentano maggiore suscettibilita a infezioni, manifestazioni
autoimmuni, inflammatorie e/o allergiche, linfoproliferazione policlonale e neoplasie.
Queste condizioni possono essere causate da mutazioni germinali che provocano perdita
di espressione e/o alterata funzione di proteine, recettori e mediatori coinvolti nel
processo di maturazione del sistema immunitario [14]. Cio si traduce in un alterato
funzionamento delle cellule del sistema immunitario, durante I'omeostasi e/o in risposta

ad agenti esterni e stimoli interni [15]. Nel 2022, la commissione di esperti della



International Union of Immunological Societies (IUIS) ha aggiornato la classificazione

degli IEIs, in cui vengono descritte 485 patologie con fenotipi diversi, proponendo una

suddivisione in 10 gruppi sulla base della componente immunitaria interessata e

dell’eventuale associazione a sindromi specifiche [16]:

1) Immunodeficienze combinate B e T cellulari;

2) Immunodeficienze combinate con caratteristiche associate o sindromiche;

3) Immunodeficienze prevalentemente anticorpali (PAD);

4) Malattie da immunodisregolazione;

5) Difetti congeniti dei fagociti (numero e/o funzione);

6) Difetti dell'immunita innata;

7) Disordini autoinfiammatori;

8) Difetti del complemento;

9) Immunodeficienze associate a insufficienza midollare;

10) Fenocopie degli IEIs [17].

Tra queste, le immunodeficienze prevalentemente anticorpali (PAD) sono la

conseguenza di difetti nello sviluppo, maturazione e funzione dei linfociti B, che

comportano una ridotta e/o alterata produzione anticorpale. Clinicamente sono

accomunate da una maggiore predisposizione allo sviluppo di infezioni batteriche

ricorrenti €/0 severe.

Si riconoscono:

- PAD con linfociti B circolanti assenti, che comprendono I’agammaglobulinemia X-
linked (XLA) e la forma a trasmissione autosomica recessiva (ARA);

- PAD con conta dei linfociti B circolanti >1% includendo I’immunodeficienza

comune variabile (CVID) e forme con deficit genetici noti (CVID-like);
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- PAD con ridotti livelli sierici di IgG e IgA, dosaggio IgM normale/elevato e conta
dei linfociti B normali, come la sindrome da Iper [gM (HIGM);

- PAD con deficit funzionali, dell’isotipo o nelle catene leggere, con conta totale di
linfociti B nella norma, tra cui: deficit selettivo di IgA, ipogammaglobulinemia
transitoria dell’infanzia, deficit di IgA e sottoclassi di IgG, deficit isolato delle
sottoclassi di IgG, deficit di anticorpi specifici, deficit selettivo di IgM, mutazione e
delezione delle catene pesanti Ig, deficit delle catene K;

- PAD con linfocitosi B da attivazione costitutiva di NF-xB. [17].

4. Immunodeficienza Comune Variabile (CVID)

L’immunodeficienza comune variabile (CVID) ¢ I'immunodeficienza primitiva
sintomatica piu frequente, con una prevalenza stimata tra 1: 10.000 e 1: 50.000 [18-19].
E caratterizzata da una severa riduzione (>2 DS) dei livelli sierici di almeno due classi
di immunoglobuline, IgG e IgA, con o senza riduzione di IgM, linfociti B circolanti
normali o lievemente ridotti in numero e scarsa risposta anticorpale alle vaccinazioni
[20].

Nella maggior parte dei casi si presenta in maniera sporadica ma, in una percentuale
variabile dal 5% al 25%, ¢ caratterizzata da familiarita con forme monogeniche a pattern
autosomico dominante o, piu raramente, recessivo (2-10% dei casi) [18].

L’espressione massima della malattia si ha tra i 15 e 1 35 anni, con forme ad esordio
tardivo oltre 1 50 anni (CVID “Adult Onset”). 1l rapporto M:F ¢ circa 1:1, a sottolineare
I’assenza di fattori legati al genere nello sviluppo della patologia, tuttavia, I’esordio

sembra essere piu precoce nei maschi (2:1, nella fascia d’eta < 10 anni) [21].
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La CVID viene spesso diagnosticata tardivamente a causa della sua clinica eterogenea,
con un ritardo diagnostico medio di circa 6-9 anni in Europa. La grande eterogeneita
delle manifestazioni cliniche e la scarsa specificita delle stesse rende spesso difficile il
corretto inquadramento, con conseguenze anche importanti [22]. Per questo motivo ¢
fondamentale stabilire un iter diagnostico ben delineato, anche attraverso I’esecuzione
di test di screening, che consenta una diagnosi non solo precoce, ma anche precisa. Per
rispondere a questa esigenza, |’ European Society for Immunodeficiencies (ESID), ha

individuato dei criteri diagnostici, aggiornati nel 2019, che comprendono:

almeno un elemento tra infezioni ricorrenti, manifestazioni autoimmuni, malattia

granulomatosa, linfoproliferazione policlonale inspiegabile, familiarita;

- marcata riduzione dei livelli sierici di IgA e IgG con o senza riduzione di IgM (valori
inferiori a due deviazioni standard rispetto ai livelli normali per etd), misurate in due
occasioni diverse;

- almeno uno tra: ridotta risposta anticorpale ai vaccini e/o isoemoagglutinine assenti,
<70% del valore per eta dei linfociti B switched-memory;

- esclusione di cause secondarie di immunodeficienza;

- eta >4 anni;

- esclusione di deficit profondi a carico dei linfociti T [20].

4.1 Eziopatogenesi

L’eziopatogenesi della CVID ¢ ancora poco chiara. Ad oggi sono stati identificati
numerosi geni associati alla patologia; essi codificano principalmente per recettori,

ligandi e proteine di signalling implicati nell’interazione tra linfociti B e T e nei processi
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di maturazione e differenziazione dei linfociti B. ICOS ¢ stato il primo gene ad essere
associato alla CVID: codifica per un recettore di superficie T-cellulare appartenente alla
famiglia CD28/CTLA-4 e implicato nella formazione dei centri germinativi, nella
differenziazione finale dei linfociti B e nella modulazione della risposta immunitaria
[23]. Nonostante alla scoperta di ICOS abbia fatto seguito I’identificazione di molti altri
geni, si stima che solo il 2-10% di questi pazienti sia affetto da una forma monogenica.
Nei restanti casi sono comunque chiamati in causa fattori genetici; alcuni studi hanno
portato all’individuazione di svariati geni modificatori, altri hanno valutato il possibile
ruolo di fattori epigenetici [24].

Nei pazienti affetti da CVID sono state riconosciute ampie disregolazioni immunitarie
innate e adattative, soprattutto nei fenotipi complessi [25].

Il deficit immunitario comune a tutti i pazienti con CVID ¢ rappresentato dalla perdita
di funzione dei linfociti B, come disturbo intrinseco o secondario ad una insufficiente
stimolazione da parte di altre cellule nella produzione anticorpale. Tra le alterazioni
citofluorimetriche a carico dei linfociti B ¢ stata rilevata una riduzione delle cellule B
switched memory, dovuta a un’aberrante selezione e maturazione a livello dei centri
germinativi, € un aumento in percentuale dei linfociti B CD21low nel sangue periferico,
correlato allo sviluppo di manifestazioni disimmuni (linfoproliferazione e
autoimmunita). E stato identificato inoltre un incremento dei linfociti B di transizione
associato frequentemente a linfoadenopatia. Infine, in casi piu rari, ¢ possibile
riscontrare una quasi totale assenza di linfociti B [26]. E stata dimostrata una relativa
perdita di funzione dei linfociti T, in particolare dei linfociti T CD4 circolanti (CD4
naive, linfociti T antigene-specifiche, Treg) e un'alterata produzione, attivazione e

secrezione di alcune citochine antiinfiammatorie (IL-2, IFN-y e IL-10) a favore di un
9



aumento delle citochine pro-infiammatorie come IL-6 e IL-12, BAFF, IL-6, TNF-a e
IL-4. Piu recentemente sono stati dimostrati anche difetti nella maturazione del timo,
alterazioni nei monociti/cellule dendritiche e nelle risposte immunitarie innate, inclusa

la perdita di funzione delle cellule killer naturali [18].

4.2 Manifestazioni cliniche

Il quadro clinico dei pazienti affetti da immunodeficienza comune variabile ¢ molto
eterogeneo. Puod presentarsi con una maggiore suscettibilita a infezioni ricorrenti,
manifestazioni inflammatorie e autoimmuni, linfoproliferazione policlonale e tumori
maligni. L’estrema variabilita fenotipica della CVID si traduce in un interessamento

sistemico tale che, ogni organo e apparato, puo essere coinvolto [27] (Figura 1).

4.2.1 Manifestazioni infettive

Una storia di infezioni ricorrenti costituisce il quadro clinico tipico dei pazienti con
CVID. Le infezioni interessano il tratto respiratorio, gastrointestinale e genito-urinario.
I principali patogeni responsabili sono Haemophilus Influenzae, Moraxella Catarrhalis,
Neisseria Meningitidis, Stafilococchi, Streptococchi, Micoplasma, Herpes Zooster,
Rinovirus, mentre infezioni determinate da patogeni opportunisti come Preumocystis
Jirovecii, Candida Albicans, Citomegalovirus sono tendenzialmente associate ad un
deficit che coinvolge anche i linfociti T CD4+ [28] [29].

Le manifestazioni piu frequenti sono rappresentate da otiti, sinusiti croniche, bronchiti

acute e polmoniti ricorrenti, spesso seguite dallo sviluppo di complicanze strutturali,
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come danno polmonare cronico, bronchiectasie e GLILD, che favoriscono la
cronicizzazione dei processi inflammatori [28].

Le infezioni del tratto gastrointestinale sono rappresentate da diarrea acuta o cronica e
malassorbimento con calo ponderale, malessere e astenia. I principali patogeni
responsabili del coinvolgimento gastrointestinale sono Giardia Lamblia,
Criptosporidium, Campylobacter Jejuni e Salmonella, soprattutto nei pazienti in cui
coesiste un deficit di IgA, che non trae beneficio dalla terapia sostitutiva con
immunoglobuline umane polivalenti [30]. Non risulta una maggiore suscettibilita
all’infezione da Helicobacter Pylori rispetto alla popolazione sana, sebbene questa,
quando presente, sia associata all’insorgenza precoce di lesioni precancerose con
progressione rapida a forme maligne come il carcinoma e il linfoma gastrico. [31].

Va infine ribadito il maggior rischio di sviluppo di infezioni delle vie urinarie, cutanee,

nonché di sepsi [28].

4.2.2 Manifestazioni autoimmuni

Le manifestazioni autoimmuni si osservano in circa 30% dei pazienti con CVID e
rappresentano spesso il primo e unico sintomo di esordio di un IEI [28]. E stato
dimostrato che lo sviluppo di autoimmunita in questi pazienti ¢ dato da una minore
efficacia dei meccanismi di tolleranza immunologica, associata alla presenza di cloni
autoreattivi di B e T, alla riduzione dei linfociti Treg e ad un’alterata secrezione di

citochine infiammatorie [32].
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Citopenie autoimmuni

Le citopenie autoimmuni, come la trombocitopenia autoimmune (ITP) e I’anemia
emolitica autoimmune (AIHA) sono descritte nel 10-18% dei casi, potendo esordire in
forma isolata o come sindrome di Evan, seguite da neutropenia autoimmune [33].

I pazienti con citopenie autoimmuni presentano una maggiore predisposizione allo
sviluppo di una o piu complicanze non infettive, come linfoproliferazione policlonale,
granulomi, patologie disimmuni epatiche e polmonari, enteropatia [34]. La diagnosi si
basa su reperti laboratoristici persistentemente alterati e confermata, in caso di deficit
multilineare, da biopsia midollare che mostra ipercellularita e arresto maturativo tardivo
delle cellule ematiche. E stata riscontrata in questi pazienti una riduzione dei linfociti B
switched memory su sangue periferico ¢ un aumento dei CD21llow. La gestione
terapeutica di queste manifestazioni non differisce da quella nei soggetti

immunocompetenti [35].

Manifestazioni reumatologiche e dermatologiche

L’associazione tra la CVID e le manifestazioni reumatologiche ¢ stata confermata da
numerosi studi. Possono includere artrite idiopatica giovanile o dell’adulto, malattie del
tessuto connettivo, malattia di Behget (BD) e sindrome di Raynaud.

In alcune coorti di pazienti ¢ stato evidenziato un livello sierico basale di IgG piu alto,
familiarita per autoimmunita, coesistenza di manifestazioni autoinfiammatorie e
neoplasie [36]. L’iter diagnostico-terapeutico di questi pazienti ¢ sovrapponibile a quello

seguito nella popolazione generale; va precisato che nei pazienti con CVID la ricerca di
12



anticorpi puo risultare inconcludente a causa del deficit anticorpale e/o della terapia
sostitutiva in corso con immunoglobuline umane polivalenti (IgRT) [35].

Le manifestazioni dermatologiche sono rappresentate principalmente da psoriasi,
alopecia, lichen planus e vitiligo. La psoriasi ¢ sicuramente la dermopatia piu frequente
(19%), ma la causa non ¢ stata ancora chiarita; la patogenesi della psoriasi sembra essere
dovuta ad un'alterata differenziazione intrinseca ai linfociti B o a un'insufficiente cross-
talk tra linfociti B e T [37]. In piu del 90% dei casi la dermopatia si presenta in forma
lieve, probabilmente dovuta all’effetto immunomodulante della IgRT sulla funzione

delle cellule dendritiche, dei linfociti Treg, dei linfociti B e delle cellule NK [38].

4.2.3 Immunodisregolazione

Manifestazioni gastrointestinali

La prevalenza dei disturbi gastrointestinali nei pazienti con CVID varia dal 40% al 70%.
Tra le manifestazioni piu frequenti sono riportate diarrea cronica o intermittente
(presente nel 20-60% dei casi), gonfiore e dolore addominale [39].

L’eziologia di tali disturbi ¢ piuttosto varia; escludendo le infezioni, in molti casi la
sintomatologia gastrointestinale ¢ secondaria a complicanze non infettive. I1 30-60% dei
pazienti affetti da CVID presenta segni e sintomi di enteropatia a carico dell’intestino
tenue (prevalentemente il duodeno). La severita del quadro clinico associato ¢ molto
variabile: da forme pauci- o asintomatiche a gravi sindromi caratterizzate da diarrea
cronica, malassorbimento e calo ponderale. Tra queste la celiac-like disease (definita

cosi per le notevoli somiglianze con la malattia celiaca) ¢ la piu comune,
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caratterizzandosi istologicamente da distorsione e/o atrofia dei villi intestinali e infiltrato
linfocitario T-cellulare nella lamina propria della mucosa intestinale. A differenza della
malattia celiaca pero, non sono presenti plasmacellule nell’infiltrato infiammatorio della
lamina propria ed ¢ frequente la presenza di iperplasia follicolare linfoide; non ¢
descritta I’associazione con gli aplotipi DQ2-DQS8 e vi ¢ scarsa o assente risposta alla
dieta aglutinata [40].

Le malattie infiammatorie croniche intestinali (definite /BD-like disease per le
differenze clinico-istologiche riscontrate) hanno una prevalenza maggiore di quella
riportata nella popolazione generale, variando dal 2% al 13% a seconda delle casistiche
[41]. Il quadro clinico delle IBD-like disease non si discosta troppo dalle forme
classiche; tuttavia, le terapie convenzionali risultano poco efficaci nel ridurre sia

I’infiammazione che la sintomatologia [42][40].

Fegato

Un coinvolgimento epatico clinicamente evidente € presente nel 10% dei pazienti affetti
da CVID. Infezioni, meccanismi autoimmuni e/o autoinfiammatori, linfoproliferazione,
granulomi e ostruzione biliare intraepatica sono stati riportati come possibili cause di
danno epatico nella CVID. Il coinvolgimento epatico, inoltre, risulta fortemente
associato ad enteropatia cronica, suggerendo il ruolo patogenetico dell’asse fegato-
intestino [43].

Lo spettro clinico varia dall’aumento isolato degli enzimi epatici a quadri di epatite
cronica con iperplasia nodulare rigenerativa (NRH) e ipertensione portale non cirrotica.

I pazienti possono essere asintomatici, o presentare nausea, vomito, ittero, prurito,
14



ascite, edema, epatomegalia, splenomegalia e varici esofagee [44]. La diagnosi si avvale
dell’utilizzo degli esami di laboratorio (aumento persistente della fosfatasi alcalina e
degli enzimi epatici, con o senza alterazioni della bilirubina), strumentali (per valutare i
cambiamenti strutturali del tessuto) e bioptici. Il trattamento comprende glucocorticoidi
(GC) e farmaci immunomodulanti. Il trapianto epatico viene eseguito in caso di
insufficienza epatica, sebbene sia stata riportata una ridotta sopravvivenza nei pazienti

sottoposti all’operazione (55% a 3-5 anni) [45].

Manifestazioni polmonari

Fino al 90% dei pazienti affetti puo sviluppare complicanze polmonari correlate alle
infezioni, a cause immuno-mediate e/o neoplastiche [46]. L'effettiva incidenza non ¢
chiara, ma sembra che queste manifestazioni si associno ad altri disordini disimmunt,
quali citopenie autoimmuni, linfoadenopatic e splenomegalia. L’esame istologico
evidenzia quadri linfoproliferativi benigni, tra cui bronchiolite follicolare, polmonite
interstiziale linfocitaria e iperplasia nodulare linfoide [47].

Tra le complicanze polmonari non infettive della CVID, una menzione a parte merita la
GLILD (Granulomatous-Lymphocytic Interstitial Lung Disease), riportata fino al 20%
dei casi. E stata definita come una malattia polmonare interstiziale (ILD) clinicamente
e radiologicamente definita, associata a infiltrati linfocitari e granulomi nel polmone e
per la quale tutte le altre condizioni cliniche siano state valutate ed escluse. La GLILD
rappresenta una rilevante causa di danno polmonare a lungo termine e di insufficienza

respiratoria, associata a riduzione della sopravvivenza in questi pazienti [48].
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I reperti radiologici dimostrano la presenza di noduli polmonari, bronchiectasie e/o
opacita a vetro smerigliato, mentre 1 test di funzionalita polmonare, eseguiti anche
mediante la diffusione alveolo-capillare di monossido di carbonio (DLCO) aiutano a
quantificare il danno polmonare. La biopsia polmonare resta i/ gold standard per una
diagnosi di certezza; i prelievi bioptici vengono studiati per la ricerca di linfociti T CD3+
e linfociti B CD19+/CD20+ nella caratterizzazione dell’infiltrato predominante, per la
stadiazione del danno e per I’esclusione di forme di malignita. La GLILD ¢ una
patologia ad impegno multisistemico, con possibili manifestazioni extrapolmonari; sono
infatti riportati granulomi multipli a carico di linfonodi, milza, fegato e tratto

gastrointestinale, associati ad una prognosi peggiore [49].

4.2.4 Linfoproliferazione e neoplasie

L’iperplasia linfonodale cervicale, mediastinica e addominale ¢ riscontrata in circa il
20% dei pazienti con CVID. Le biopsie linfonodali mostrano iperplasia linfoide
aspecifica, di tipo reattivo o granulomatoso con assenza di plasmacellule. La
splenomegalia ¢ riportata in piu del 25% dei pazienti, con genesi multifattoriale. Il
reperto istologico mostra lesioni granulomatose, congestione della polpa rossa,
iperplasia follicolare e atrofia dei centri germinativi e della polpa bianca. Queste
anomalie potrebbero contribuire allo sviluppo di manifestazioni ematologiche, come
una piastrinopenia da sequestro [50].

Numerosi studi hanno registrato un aumentato rischio, nella CVID, di sviluppare linfomi
a cellule B e adenocarcinoma gastrico, con una prevalenza media rispettivamente del 4-

5% e del 2% (valori di gran lunga superiori a quelli riscontrati nella popolazione
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generale). I pazienti con linfoadenopatia hanno un rischio maggiore di sviluppare
neoplasie linfoidi; in piu dell’80% dei casi si tratta di linfoma non-Hodgkin (NHL) a
cellule B extranodale [51].

I pazienti con CVID rappresentano una popolazione ad alto rischio anche per lo sviluppo
di adenocarcinoma gastrico [52]. La maggiore incidenza di questa neoplasia rispetto alla
popolazione sana non ¢ del tutto compresa; I’infezione da Helicobacter Pylori (HP) ¢
stata largamente riconosciuta come parte del processo di carcinogenesi. Attualmente si
ritiene che nei pazienti con gastrite autoimmune (presente nel 10% dei pazienti con
CVID) e acloridia, I’infezione da Helicobacter Pylori decorra in maniera piu aggressiva.
Fondamentale 1’applicazione di un protocollo di screening ed eradicazione
dell’infezione da HP, per garantire una diagnosi e un trattamento precoce delle lesioni

precancerose prima di una trasformazione maligna [53].

4.3 Stratificazione dei pazienti con CVID

4.3.1 Classificazione Chapel

La grande eterogeneita dello spettro clinico della CVID ha richiesto una suddivisione
dei pazienti in fenotipi clinici distinti, garantendo una maggiore omogeneita delle coorti
sia a scopi scientifici che pratici (gestione terapeutica, follow-up, prognosi). L’utilita
nella prognosi ¢ stata poi confermata, evidenziando una correlazione significativa tra il
fenotipo clinico individuato e la sopravvivenza di questi pazienti.

Inizialmente sono state individuate cinque classi diverse:

- nessuna complicanza associata (descritta come “fenotipo solo infettivo”);
17



- autoimmunitd (comprendente citopenie autoimmuni e autoimmunita organo-
specifica);

- enteropatie (escludendo enteropatie infettive, autoimmuni, da intolleranza al glutine);

- linfoproliferazione policlonale (includendo epatomegalia, linfoadenopatia non
specificata, LIP, granulomi non infettivi);

- tumori linfoidi.

Ulteriori studi multicentrici hanno dimostrato che nella classe “autoimmunita”, solo le

citopenie autoimmuni presentavano una ridotta sopravvivenza, comportando

I’eliminazione della componente autoimmune “organo-specifica”. Successivamente

anche la classe “tumori linfoidi” ¢ stata rimossa per la scarsa prevalenza nei pazienti. La

nuova classificazione fenotipica si presentava quindi come segue:

- nessuna complicanza associata (descritta come “fenotipo solo infettivo”);

- citopenie autoimmuni (come trombocitopenia autoimmune, anemia emolitica
autoimmune, neutropenia);

- enteropatie (escludendo enteropatie infettive, autoimmuni, da intolleranza al glutine);

- linfoproliferazione policlonale (includendo epatomegalia, linfoadenopatia non

specificata, LIP, granulomi non infettivi) [54] (Tabella 1).

4.3.2 Classificazione EUROclass

L’EUROclass rappresenta un modello di classificazione dei pazienti con CVID basato
sull’immunofenotipizzazione dei linfociti B circolanti. Nella maggior parte dei pazienti
con CVID, la percentuale dei linfociti circolanti resta ai limiti bassi del range di

riferimento. Si riconoscono sei distinte sottopopolazioni di queste cellule e la loro
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distribuzione riflette la differenziazione antigene dipendente/antigene indipendente a
livello degli organi linfoidi secondari. E possibile distinguere: linfociti B naive
[gM+IgD+CD27-, linfociti B marginal zone 1gM+IgD+CD27+, linfociti B switched
memory IgD-CD27+, linfociti B di transizione CD38"[gM", linfociti B attivati
CD21°"CD38"°" ¢ plasmoblasti class-switched CD38+++IgM-.

La piu comune alterazione ¢ a carico dei linfociti B switched memory (smB), il cui valore
percentuale correla con 1 livelli di IgG e IgA sieriche dei pazienti alla diagnosi. I linfociti
B marginal zone sono quasi sempre alterati nella CVID, ma non sembra esserci
correlazione con 1 livelli di IgM sierici. I linfociti B di transizione risultano piu alti, ma
non ¢ evidente una correlazione con il numero assoluto dei linfociti B circolanti. E stata
evidenziata un’espansione nella popolazione dei linfociti B CD21low, riscontrata anche
nei pazienti immunocompetenti con malattie autoimmuni. Infine, i plasmoblasti class-
switched nel sangue periferico risultano ridotti in molti pazienti con la CVID.

Uno degli obiettivi principali ¢ stato quello di individuare marker specifici riscontrabili
in alcuni dei quadri clinici tipici della patologia, come la splenomegalia, la
linfoadenopatia diffusa, la malattia granulomatosa e I’autoimmunita. In base alla conta
percentuale dei linfociti B, ’EUROclass distingue 1 pazienti in due gruppi, B+ (linfociti
B > 1%) e B- (linfociti B </= 1%). Per identificare 1 pazienti con un deficit severo nei
linfociti B switched memory, 1 pazienti sono ulteriormente divisi in smB+ (linfociti B
sm > 2%) e smB- (linfociti B sm </= 2%); nel gruppo smB- ¢ possibile un'ulteriore
classificazione in base all’espansione in percentuale dei linfociti B di transizione. Si
riconosce un gruppo smB-Tr" (linfociti B di transizione >9%) e smB-Tr"™ (linfociti B
di transizione </=9%). In questi pazienti ¢ stata evidenziata una maggiore incidenza di

splenomegalia e granulomi nel gruppo SmB-, di linfoadenopatia nel sottogruppo smB-
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Trh. Non vi erano differenze statisticamente significative nei pazienti con citopenie
autoimmuni. Infine, ¢ stata posta attenzione sui linfociti B CD21low, suddividendo i
pazienti nei gruppi smB+ ¢ smB- in smB+21"° ¢ smB-21" (Linfociti B 21 low >/=10%)
e smB+ e smB- in smB+21™™ ¢ smB-21"™ (Linfociti B 21 low <10%). E stata
dimostrata una maggiore incidenza di splenomegalia e granulomi nei pazienti con
aumento dei linfociti B CD21low (sia smB+21° ¢ smB-21!), mentre non sono state
riportate differenze significative tra 1 gruppi individuati per le manifestazioni di

citopenie autoimmuni e linfoadenopatia [55] (Figura 2).

4.4 Trattamento

Il trattamento cardine della CVID ¢ rappresentato dalla terapia sostitutiva con
immunoglobuline umane polivalenti e aspecifiche (IgRT) che, insieme alla profilassi
antibiotica, ha ridotto sensibilmente la frequenza delle manifestazioni infettive e delle
ospedalizzazioni correlate. La terapia sostitutiva consiste nell’infusione, per via
endovenosa (IV) o sottocutanea (SC), di immunoglobuline umane polivalenti di classe
G (IgG) derivate dal plasma di migliaia di donatori sani. Questa modalita di
approvvigionamento impone un evidente limite di produzione; ¢ cruciale, dunque,
I’appropriatezza diagnostica e una terapia con la piu idonea via di somministrazione (IV
o SC) [56]. Sebbene sia spesso difficile stabilire la dose di IgRT adeguata ad ogni
paziente, la maggior parte delle linee guida raccomanda una dose iniziale di IgG di 400-
800 mg/kg/mese, per ottenere un livello di IgG circolanti superiore a 500 mg/dl e
bilanciato in sottoclassi. La somministrazione endovenosa (IVIG) presenta diversi

vantaggi:
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- possibilita di raggiungere elevati livelli di IgG sieriche circolanti in poche ore
(“effetto picco”) (Figura 3);

- lungo intervallo tra le somministrazioni, stabilito in base alla cinetica delle IgG
infuse;

- possibilita di infondere grandi volumi di prodotto quando il paziente necessita di una
terapia ad alto dosaggio nel trattamento di infezioni severe;

ridotte o assenti reazioni nel sito di infusione.

La terapia sostitutiva per via sottocutanea (SCIG) ¢ stata ideata per una self infusion con
un intervallo di somministrazione che puo variare da giornaliera fino a 10-15 giorni. Le
immunoglobuline vengono assorbite lentamente dal reservoir sottocutaneo e immesse
nel circolo sanguigno, evitando /’effetto picco e mantenendo uno steady state level delle
IgG sieriche, che rende superflua la valutazione dei livelli pre-infusionali (Figura 3).
La SCIG puo essere somministrata gradualmente o piu velocemente nei siti dove il
tessuto adiposo sottocutaneo ¢ meglio rappresentato, utilizzando fino a sei siti di
infusione, a seconda del volume da infondere. La somministrazione puo durare dai 30
ai 90 minuti in infusione lenta, dai 5 ai 20 minuti in infusione rapida (push therapy) ed

entrambe le modalita risultano ben tollerate. I vantaggi della SCIG sono:

- mantenimento di uno steady state level,
termini di tempo e modalita;

- possibilita di infusione nei pazienti con accessi venosi difficili o con scarsa
tolleranza alla IVIG;

- riduzione degli eventi avversi sistemici, comparati alla terapia IVIG [57-58-59].
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La SCIG “facilitata” (fSCIG) ¢ un’infusione praticata previo [’utilizzo della
ialuronidasi umana ricombinante che degrada [’acido ialuronico della matrice
extracellulare, permettendo al tessuto di accogliere un maggiore volume di prodotto in
uno singolo sito di infusione. La ialuronidasi viene degradata dopo qualche ora, con un
ritorno della normale istologia tissutale in circa 24-48 ore. Nella fSCIG le
immunoglobuline somministrate hanno la stessa biodisponibilita della terapia con IVIG

[60] (Figura 3).

Gli effetti collaterali della I[gRT sono comuni e non tali da superarne 1 benefici. Reazioni
infusionali si verificano in circa il 2-5% dei casi; in oltre 1l 95% dei casi si tratta di
reazioni lievi o moderate (cefalea, febbre, brividi, mialgie, nausea, vomito, ipotensione),
gestite tramite I’interruzione dell’infusione e la somministrazione di antinfiammatori
non steroidei (FANS) e/o GC. [61].

Lo sviluppo di sempre piu avanzati processi di purificazione e stabilizzazione delle
immunoglobuline negli emoderivati, hanno reso questa terapia sicura ed efficace, tanto
da essere inserita dalla World Health Organization (WHO) nella lista dei “farmaci
essenziali”. Nel 2022, 1’Agenzia Italiana del Farmaco (AIFA) ha approvato un
documento per la regolamentazione dell’uso delle immunoglobuline in condizione di
carenza (come accaduto durante la pandemia da COVIDI19), garantendo 1’utilizzo
prioritario nelle condizioni cliniche per le quali non sono disponibili alternative
terapeutiche. Infatti, sebbene per piu di 30 anni la terapia con IgG sia stata utilizzata a
dosaggio immunomodulante nel trattamento delle malattie autoimmuni e infiammatorie,
la prima indicazione resta la terapia sostitutiva nelle immunodeficienze primitive e

secondarie, con lo scopo di ridurre sia la frequenza che la severita degli episodi infettivi.
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PROFILO GENETICO DEI PAZIENTI CON IMMUNODEFICIENZA
COMUNE VARIABILE E IMPATTO DIAGNOSTICO, PROGNOSTICO E

TERAPEUTICO.

1. Introduzione allo studio

Nell’ultimo decennio ¢ diventato evidente come molte mutazioni genetiche siano

responsabili dello sviluppo di manifestazioni cliniche tipiche della CVID. Ad oggi, una

causa genetica ¢ stata identificata in circa il 10% dei pazienti.

Una volta individuata la variante genetica causativa, 1 pazienti vengono classificati come

disordini CVID-like e non piu come immunodeficienza comune variabile,

rappresentando questa una diagnosi “ombrello”.

In uno studio del 2023, Ameratunga et al. classificano le varianti geniche nei pazienti

con CVID in quattro categorie:

- Mutazioni genetiche che predispongono e/o accentuano la severita della CVID;

- Mutazioni genetiche causative di disordini CVID-like;

- Mutazione genetiche tipicamente associate allo sviluppo di altri IEIs, con
manifestazione cliniche che mimano la CVID;

- Mutazioni genetiche nuove, di significato incerto (VUS), non ancora definite come
causative e/o associate a IEIs [62].

E ormai noto che la modaliti di trasmissione di una determinata mutazione genica

influenza sia il tipo che I’intensita delle manifestazioni cliniche associate.

Individui con familiarita per IEIs presentano solitamente mutazioni genetiche con

ereditarieta autosomica recessiva ad alta penetranza e tendono a sviluppare sintomi con
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esordio precoce e decorso severo. Diversamente, in molti pazienti con mutazione
genetiche de novo si evidenziano varianti a trasmissione autosomica dominante con
penetranza ed espressivitd clinica variabile. Inoltre, alcuni individui portatori di
alterazioni genetiche possono restare asintomatici € non presentare mai alcuna
complicanza di malattia, altri presentare i sintomi tardivamente, dopo 1’esposizione a
trigger ambientali /o infettivi [63-64].

Maggiore attenzione va poi data alla quarta categoria citata, le varianti genetiche di
significato incerto (VUS), valutando I’'impatto di queste mutazioni sul rischio di
sviluppare CVID e disordini CVID-/ike.

Inoltre, 1 risultati ottenuti con le recenti tecniche di sequenziamento e analisi genica
hanno suggerito la teoria delle varianti poligeniche alla base della patogenesi della
CVID. Questi determinanti poligenici, guidati da complesse interazioni gene-gene,
penetranza incompleta e mutazioni nelle regioni non codificanti, chiarirebbero il perché
la malattia non segua un modello di ereditarieta mendeliana classica [65].

La diagnosi genetica diventa quindi una sfida significativa.

L’obiettivo di questo studio ¢ stato dunque quello di correlare il profilo genetico dei
pazienti affetti da CVID con le loro caratteristiche demografiche, cliniche e
laboratoristiche, allo scopo di utilizzare le informazioni ottenute per creare dei follow-
up diagnostico-terapeutici personalizzati e, quando possibile, utilizzare la genetica come

target terapeutico in questi pazienti.
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2. Materiali e Metodi

2.1 Reclutamento dei soggetti

Abbiamo reclutato 87 pazienti (39 maschi e 48 femmine) con diagnosi di CVID afferenti
presso 1’U.O.S.D. di Allergologia ¢ Immunodeficienze, dipartimento di Scienze
mediche Traslazionali, dell’Universita di Napoli “Federico II”. La diagnosi di CVID ¢
stata formulata sulla base dei criteri diagnostici ESID. Tutti 1 dati clinici ed
immunologici rilevanti sono stati raccolti retrospettivamente dalle cartelle cliniche e da
altre documentazioni mediche disponibili. Al reclutamento, tutti i pazienti praticavano
terapia sostitutiva con immunoglobuline umane polivalenti sottocute o endovena.

Per tutti 1 pazienti sono stati prelevati campioni ematici per il sequenziamento genetico
e 1 risultati sono stati riportati nei nostri database.

Tutte le procedure dello studio che coinvolgono i soggetti arruolati sono avvenute nel
rispetto della Dichiarazione di Helsinki II. La riservatezza delle procedure di
identificazione dei pazienti e quella di tutti i dati registrati sara mantenuta secondo le
linee guida della Good Clinical Practice (GCP), riguardante la protezione della privacy.
Tutti 1 pazienti studiati sono stati anonimizzati utilizzando un codice identificativo unico
a 2 cifre (es. 01, 02, 03). Il protocollo di studio ¢ stato disegnato e condotto assicurando
I’aderenza ai principi e alle procedure della GCP, in conformita alle leggi italiane. Per
tutti i pazienti ¢ stato condotto un colloquio orale, durante il quale sono stati informati
sul significato dell’analisi genetica. Un consenso scritto, per 1’utilizzo dei dati clinici, €

stato infine fornito da tutti 1 pazienti.
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2.2 Sequenziamento genetico e analisi dei dati

Il sequenziamento genetico ¢ stato eseguito dal centro “CEINGE-Biotecnologie
Avanzate Franco Salvatore” tramite tecnologia fargeted-Next Generation Sequencing
(NGS), su un pannello che include 141 geni associati allo sviluppo di disordini del
sistema immunitario, quali immunodeficienze combinate (CID), immunodeficienze
combinate gravi (SCID) e immunodeficienza comune variabile (CVID) (Figura 4). Le
librerie genomiche sono state prodotte attraverso protocollo Sure Select Target
Enrichment (Agilen Technologies) e successivamente sottoposte a sequenziamento
bidirezionale ad alta produttivita mediante tecnologia Illumina. L analisi dei dati ¢ stata
condotta utilizzando il software Alissa Interpret v5.2.6 CE IVD software (Agilent
Technologies). I1 DNA dei soggetti in esame ¢ stato poi amplificato nuovamente nelle
regioni geniche laddove si riscontrava una mutazione causativa nota, una variante dal
significato clinico incerto ma potenzialmente patogenetica e suggestiva del fenotipo e/o
una regione non coperta dal sequenziamento genico ad alta produttivitd. Le sequenze
amplificate sono state sottoposte a sequenziamento automatico bidirezionale con
metodo Sanger. Le varianti sono state classificate secondo le linee guida standard
dell’ American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) e I’interpretazione

dei risultati ¢ stata eseguita sulla scorta dei dati clinici dei pazienti.
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5. Conclusioni e prospettive future

Negli ultimi anni, numerosi passi avanti sono stati fatti nella comprensione dei
complessi meccanismi patogenetici alla base della CVID, sfruttando la crescente
accessibilita dello studio dello WES e del WGS attraverso la tecnologia dell’NGS.
Mutazioni poligeniche e 1’esposizione a fattori di rischio ambientali, potrebbero
rappresentare i drivers nello sviluppo delle diverse manifestazioni cliniche della CVID
e dei disordini CVID-like.

Nonostante gli sforzi pero, nella maggioranza dei pazienti, ’analisi genetica risulta
ancora inconcludente. Nel nostro studio, 1 limiti della metodica sono rappresentati
dall’analisi circoscritta delle regioni esoniche e di circa 25 bp a monte e a valle di ogni
esone e di ampie regioni al 5’ e 3’ di ogni gene disponibile nel pannello. 11 risultato di
tale indagine non esclude la presenza di ulteriori varianti geniche non indagate
(mutazioni in geni non presenti nel pannello, in regioni promotrici e introniche
profonde), o la presenza di varianti geniche in regioni non sufficientemente coperte e/o
di delezioni e mutazioni non puntiformi.

La terapia sostitutiva, associata a farmaci immunomodulanti/immunosoppressori,
rappresenta tutt’ora I’approccio terapeutico classico nei pazienti con CVID e disordini
CVID-like. Tuttavia, il trattamento non ¢ sempre efficace in tutti i pazienti, a causa della
grande eterogeneita genetica alla base dei meccanismi eziopatogenetici.

L’identificazione delle mutazioni genetiche verosimilmente implicate nella patogenesi
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della CVID e dei disordini CVID-like ne permetterebbero 1’utilizzo come target

terapeutici mirati, con evidenti implicazioni sulla prognosi e sulla qualita della vita di

questi pazienti. Tra gli esempi ['utilizzo dell’abatacept e del belatacept

nell’aploinsufficienza di CTLA-4 e nel deficit di LRBA, o gli studi condotti

sull’inibitore di PI3KJ, il leniolisib.

Molte delle mutazioni trovate sono state classificate come varianti di significato incerto

(VUS). E importante la comprensione delle VUS, in particolare:

- 1l ruolo patogenetico e l’eventuale conseguenza sulla struttura della proteina
codificata;

- Despressivita variabile di queste mutazioni a livello fenotipico;

- 1l possibile effetto sinergico della coesistenza di due o piu varianti rare nel
determinare la malattia.

Lo studio funzionale rappresenta il passo in piu per comprendere il significato delle

mutazioni. Gli strumenti di analisi in silico forniscono risultati predittivi, tuttavia,

potrebbe essere problematico chiarire I’impatto delle mutazioni in eterozigosi in vivo o

€Xx Vivo, se ¢ interessato piu di un gene. Sono infine necessari studi estesi sui familiari

dei pazienti per la valutazione e la rivalutazione delle varianti rilevate.

La diagnosi genetica nei pazienti con CVID o CVID-like consentirebbe quindi una

migliore caratterizzazione del deficit immunitario e delle complicanze associate.

Permetterebbe inoltre la personalizzazione dell’iter diagnostico-terapeutico e del

follow-up del paziente in base alla prognosi prevista.
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7. Figure e tabelle

Figura 1. Manifestazioni cliniche nella immunodeficienza comune variabile (CVID)
[27].
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Tabella 1. Aggiornamento delle classi fenotipiche nei pazienti con CVID secondo

criteri di Chapel et al. [54].

Criteri originali (Chapel et. al 2008)

Criteri aggiornati (Chapel et al. 2012)

Autoimmunita (disordini
autoimmuni organo-specifici,
citopenie).

Citopenie autoimmuni.

Enteropatia (escludendo
enteropatie infettive,
autoimmuni, da intolleranza al
glutine).

Enteropatia (escludendo
enteropatie infettive, autoimmuni,
da intolleranza al glutine).

Nessuna complicanza associata
(“fenotipo solo infettivo”).

Nessuna complicanza associata
(“fenotipo solo infettivo”).

Linfoproliferazione policlonale
(includendo epatomegalia,
linfoadenopatia non specificata,
LIP, granulomi non infettivi).

Linfoproliferazione policlonale
(includendo epatomegalia,
linfoadenopatia non specificata,
LIP, granulomi non infettivi).

Tumori maligni.
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dei

sull’immunofenotipizzazione dei linfociti B circolanti [55].

con CVID

Figura 2. Classificazione EUROclass basato
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Figura 3. Valutazione della concentrazione sierica di IgG nella IgRT utilizzando

diverse tecniche infusionali (IVIG, SCIG e fSCIG).
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Figura 4. Pannello utilizzato per [’analisi genetica nei pazienti con CVID,
comprendente 140 geni associati allo sviluppo di disordini del sistema immunitario, quali
immunodeficienze combinate (CID), immunodeficienze combinate gravi (SCID) e

immunodeficienza comune variabile (CVID).
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