RIAP

Rivista di Immunologia
e Allergologia Pediatrica

tre 2015 = 20-25

Tiziana Lorenzini
Raffaele Badolato

Clinica Pediatrica dell’Universita
di Brescia

Parole chiave:

linfociti B, ipo/
agammaglobulinemia, geni,
fenotipo clinico, infezioni

Corrispondenza

Raffaele Badolato

Clinica Pediatrica

dell’Universita di Brescia

E-mail: raffaele.badolato@unibs.it

20

immunologia

Difetti dei linfociti B:
dall’espressione clinica
al difetto molecolare

Abstract

Nel 1952 il Dottor Colonello Odgen C. Bruton descrisse il primo caso di un difeffo congeni-
fo dei linfociti B: si frattava dell’ Agammaglobulinemia Xlinked (XLA), dovuta ad un’alterazic-
ne della differenziazione che provocava un'assenza di linfociti B e plasmacellule in circolo.
Negli anni successivi furono identificate le forme autosomiche recessive di agammaglobuli-
nemia. Nel 1993 fu scoperto il gene responsabile dell’XLA, denominato BTK (Bruton tirosin-
chinasi). Da allora molii geni implicati in difetti dei linfociti B sono stafi identificati, grazie
all'avanzamento delle tecniche di analisi molecolare e all'introduzione delle tecnologie di
Whole exome sequencing che permetiono di analizzare I'infero esoma. La conoscenza dei
diversi quadri clinici di presentazione dei difetti B linfocitari e delle rispettive cause moleco-
lari & indispensabile per una diagnosi precoce e per un corretto approccio terapeutico. Lo
scopo di questo lavoro & quello di presentare i geni associati ad immunodeficienza B, con
i relativi fenotipi clinici, compresi quelli di recente descrizione: fale elenco & destinato ad
ampliarsi ulteriormente in futuro.

| difetti associati ad agammaglobulinemia

Il pit comune difetto immunologico, presente nella popolazione con un’inciden-
za di circa 1:400 individui, & il difetto di IgA, una condizione perlopit benigna
che solo in 1/3 dei casi comporta un’aumentata suscettibilitd ad infezioni delle
alte e basse vie respiratorie. In pochi casi & stata descritta un’associazione con
malattie infiammatorie croniche intestinali, mentre relativamente pit frequente &
I'occorrenza di una predisposizione all’autoimmunitd e a malattie autoimmuni,
quali celiachia, tiroiditi, anemia e piastrinopenia immuno-mediate. In rari casi
& stata osservata un’evoluzione in Immunodeficienza Comune Variabile.

Una presentazione clinica caratterizzata da infezioni da patogeni extracellu-
lari, delle alte e basse vie respiratorie, gastrointestinali e cutanee a decorso
grave, prolungato e complicato, generalmente a partire dalla fine del primo
anno di vita, quando viene persa I'immunitd passiva materna, deve indurre
il sospetto di un difetto anticorpale. Gli esami immunologici, che dimostrano
bassi o assenti livelli di immunoglobuline sieriche, in associazione ad un difetto
pressoché completo di linfociti B periferici, con le altre linee cellulari general-
mente ben rappresentate, e ad una ridotta risposta anticorpale alle vaccina-
zioni, consentono di confermare la diagnosi di Agammaglobulinemia (Fig. 1).
In circa I'85% dei casi la causa dell’Agammaglobulinemia risiede in una muta-
zione del gene BTK, localizzato a livello del cromosoma X, per cui i maschi che
ne sono portatori risultano affetti. BTK codifica per una tirosinchinasi citopla-
smatica coinvolta nella trasduzione del segnale a partire dalla stimolazione del
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recettore dei linfociti B (pre-BCR/BCR) e nella conse-
guente differenziazione dei linfociti B. BTK & espresso
anche a livello di altre linee cellulari, quali i monociti, i
neutrofili, i macrofagi, le cellule dendritiche e le cellule
NK, percid diversi studi recentemente si sono concen-
trati sul suo ruolo nell’ambito dell'immunité innata .
Circa un altro 5-7% dei casi di Agammaglobulinemia
& dovuto ad un difetto di uno dei componenti del pre-
BCR: la catena pesante p (IGHM), A5 (IGLL1), Iga
(CD79A) e IgB (CD79B); si tratta di forme autosomiche
recessive. Ne consegue un blocco della differenziazio-
ne dei linfociti B nella fase di transizione dallo stadio
pro-B allo stadio pre-B 2. Un’altra piccola percentuale
di casi & attribuibile ad una mutazione del gene BLNK
che codifica per una proteina che funziona da pon-
te nella trasduzione del segnale tra il BCR attivato e
proteine a valle. Anche quest'ultimo gene & associato
ad un numero normale di cellule pro-B, in assenza di
cellule pre-B e B mature: il blocco coincide con 'e-
spressione del pre-BCR 3.

Nel 2003 & stato descritto un caso di Agammaglobu-
linemia associata a dismorfie facciali minori: I'analisi
del cariotipo ha mostrato una traslocazione cromoso-
mica bilanciata 1(9;20): nel sito della traslocazione
era presente il gene LRRC8A che risultava deleto. L'e-
spressione di una forma deleta della proteina Irrc8a
nel modello murino ha determinato I'inibizione dello
sviluppo dei linfociti B 4. Infine nel 2012 & stata identifi-
cata per la prima volta una mutazione “stop codon” in
omozigosi a carico del gene PIK3R1 quale responsa-
bile di un quadro di Agammaglobulinemia e assenza
di cellule B. Tale mutazione provoca |'assenza della
subunita p85a. del complesso PI3K, con una normale
espressione delle subunita p50a ep550a.. Ne consegue
un blocco maturativo pit precoce rispetto ai pazienti
con un difetto della via di segnale del BCR, essendo
marcatamente ridotti o assenti anche i linfociti allo sta-
dio pro-B °. Recentemente la mutazione in eterozigosi
del gene PIK3R1 & stata identificata in quattro pazienti
con una storia di infezioni respiratorie batteriche ad
esordio precoce, in assenza di infezioni conclamate
virali e opportunistiche e di fenomeni autoimmuni. La
conta linfocitaria risulta nella norma, sebbene con al-
terazioni delle sottopopolazioni linfocitarie; il difetto
dei linfociti B si manifesta con ipogammaglobulinemia
e necessita di terapia sostitutiva con immunoglobuline
per via endovenosa ¢ (Tab. |).
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Tabella I. Geni associati ad Agammaglobulinemia.

BTK 300755 | Agammaglobulinemia, X-linked; XLA
IGHM 601495 | Agammaglobulinemia 1; AGM1
IGLL1 613500 | Agammaglobulinemia 2; AGM2
CD79A 613501 | Agammaglobulinemia 3; AGM3
BLNK 613502 | Agammaglobulinemia 4; AGM4
LRRCBA | 613506 | Agammaglobulinemia 5; AGM5
CD79B 612692 | Agammaglobulinemia é; AGM6
PIK3R1 615214 | Agammaglobulinemia 7; AGM7
616005 | Immunodeficiency 36; IMD 36

Ipogammaglobulinemia comune
variabile

Qualora gli esami immunologici dimostrino una mar-
cata riduzione di almeno due classi di immunoglobu-
line (IgG e IgA) e una ridotta risposta anticorpale alle
vaccinazioni e |'etd d’esordio dei sintomi sia variabile
la diagnosi piu probabile & quella di Immunodeficien-
za Comune Variabile (CVID). | pazienti soffrono di
infezioni delle vie respiratorie e del tratto gastrointe-
stinale e sono maggiormente a rischio di sviluppare
malattie inflammatorie intestinali, neoplasie e feno-
meni autoimmunitari (Fig. 1). Si tratta della forma di
immunodeficienza primitiva sinfomatica pit frequente
nella popolazione e solo in circa il 10% dei casi dia-
gnosticati c’é la possibilita di giungere alla definizione
di un’eziologia genetica 7.

In circa I'8-10% dei pazienti con CVID risulta mutato
il gene TNFRSF13B che codifica per Taci, un recettore
espresso sui linfociti B che ha un ruolo cruciale nel-
la maturazione e nella differenziazione degli stessi,
mediante |'interazione con i ligandi BAFF, BCMA e
APRIL 8. Meno frequentemente risulta mutato il gene
TNFRSF13C, che codifica per il recettore Baffr, appar-
tenente anch’esso alla famiglia dei recettori TNF-simili,
coinvolto nell’attivazione dei linfociti B. Recentemente
sono stati descritti casi di Immunodeficienza Comune
Variabile in pazienti con difetti a livello delle molecole
CD19, CR2 e CD81, che insieme formano il comples-
so receftoriale dei linfociti B. CD20 & un antigene di
membrana dei linfociti B che, se difettivo, determina
una compromissione della risposta anticorpale T-indi-
pendente . Un aliro gene descritto in associazione
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Figura 1. Diagramma di flusso dei difetti anticorpali.

ad Immunodeficienza Comune Variabile & ICOS che
appartiene alla famiglia delle molecole costimolatorie
CD28 espresse esclusivamente sui linfociti T attivati °.
Infine il difetto di IL-21 & stato descritto in associazione
ad un caso di malattia infiammatoria cronica intestina-
le associata ad una compromissione della differenzia-
zione dei linfociti B 1.

Nel 2012 & stata descritta una forma di CVID associa-
ta a fenomeni di autoimmunitd e ad enterocolite dovu-
ta a mutazione del gene LRBA. | linfociti B dei pazienti
affetti presentavano una ridotta capacita differenzio-
tiva, un difetto nell’autofagia e un’aumentata suscet-
tibilita all'apoptosi '2. Un’altra forma di CVID che si
manifesta con fenomeni autoimmunitari, come |'alope-
cia totale, e con insufficienza surrenalica, definita nel
2013, & attribuibile ad una mutazione in eterozigosi
del gene NFKB2 3. Infine una sindrome autoinfiamma-
toria, associata a difetto anticorpale e disregolazione
immunitaria & stata descritta nel 2012 come causa-
ta da mutazione del gene PLCG2. | pazienti descritti
presentavano una malattia infiammatoria cronica inte-
stinale, associata a lesioni cutanee, bronchiolite, ar-
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tralgia, uveite ed enterocolite, insieme ad una ridotta
risposta anticorpale ' (Tab. 1I).

Ipogammaglobulinemia con Iper IgM
Un quadro clinico di infezioni ricorrenti, respiratorie,
gastrointestinali e polmoniti da Pneumocystis jirovecii,
insieme a livelli sierici molto ridotti di IgG e IgA, in pre-
senza di valori normali o elevati di IgM, deve indurre
il sospetto di un difetto dei meccanismi di scambio di
classe (Fig. 1). Tale difetto pud essere estrinseco rispet-
to ai linfociti B e in tal caso dipende dalla mutazione, a
trasmissione X-linked del gene CD40LG, espresso dai
linfociti T CD4+ attivati. Il difetto pud essere invece
intrinseco ai linfociti B, a trasmissione autosomica re-
cessiva, quando & mutato il gene CD40. L'interazione
tra CD40 e CD40LG attiva la via di trasduzione intra-
cellulare del segnale NF-xB dipendente nei linfociti B
che risulta nell’attivazione dei meccanismi di scambio
di classe e di ipermutazione somatica.
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Tabella Il. Geni associati ad Immunodeficienza Comune Variabile.

Gene OMIM Fenotipo

ICOS 607594 Immunodeficiency, Common Variable, 1; CVID1

TNFRSF13B 240500/ Immunodeficiency, Common Variable, 2; CVID2/ Immunoglobulin A Deficiency 2; IGAD2
609529

CD19 613493 Immunodeficiency, Common Variable, 3; CVID3

TNFRSF13C 613494 Immunodeficiency, Common Variable, 4; CVID4

MS4A1 613495 Immunodeficiency, Common Variable, 5; CVID5

CD81 613496 Immunodeficiency, Common Variable, 6; CVIDé

CR2 614699 Immunodeficiency, Common Variable, 7; CVID7

LRBA 614700 Immunodeficiency, Common Variable, 8, with autoimmunity; CVID8

NFKB2 615577 Immunodeficiency, Common Variable, 10; CVID 10

1121 615767 Immunodeficiency, Common Variable 11; CVID11

PLCG2 614878/ | Autoinflammation, Antibody Deficiency, and Immune Dysregulation, PLCG2-associated; APLAID/
614468 Familial Cold Autoinflammatory Syndrome 3; FCAS3

Qualora invece il difetto molecolare risieda nei mecca-
nismi di ipermutazione somatica, |'esordio clinico & ge-
neralmente piv fardivo con infezioni respiratorie, ga-
strointestinali, batteriche ma non opportunistiche, lin-
foadenopatia e, meno frequentemente, manifestazioni
autoimmuni. Tra i geni da indagare vi sono AICDA e
UNG che codificano per due enzimi coinvolti nell’i-
permutazione somatica, attraverso la quale mutazioni
sono introdotte nella regione V delle immunoglobuline.
Si tratta quindi di un processo successivo all’interazio-
ne CD40-CD40LG necessaria, oltre che per la risposta
anticorpale, anche per la funzionalitd dei macrofagi.
Si spiega cosi il motivo per il quale le infezioni oppor-
tunistiche sono frequenti nei difetti di CD40 e CD40LG,
ma non nei difetti di AICDA e UNG 5.

Recentemente & stata descritta la mutazione in eferozi-
gosi di PMS2 in tre pazienti con un difetto dei mecca-
nismi di riparo del DNA e di ipermutazione somatica

e suscettibilitd all’adenocarcinoma colon-rettale. Gl
esami immunologici risultavano parzialmente sovrap-
ponibili alla sindrome da Iper IgM, con bassi livelli sie-
rici di IgG e IgA. Uno dei tre pazienti aveva avuto una
storia di infezioni batteriche gravi prima di sviluppare
un adenocarcinoma del colon ¢ (Tab. II).

Ipogammaglobulinemia associata

ad altri deficit immunologici

In alcune condizioni I'ipogammaglobulinemia non &
isolata, ma si accompagna ad altri difetti immunologici
(Fig. 1). Nella sindrome WHIM I'ipogammaglobuline-
mia di entitd variabile si associa ad una linfopenia,
soprattutto a carico dei linfociti B di memoria switched,
e ad una neutropenia periferica a dispetto di un mi-
dollo osseo ipercellulare, in cui la linea dei granulociti

Tabella lll. Geni associati a Sindrome Iper-IgM.

Gene OMIM Fenotipo

CD40LG 308230 Immunodeficiency with HyperigM, TYPE 1; HIGM1
AICDA 605258 Immunodeficiency with HyperIgM, TYPE 2; HIGM2
CD40 606843 Immunodeficiency with HyperIgM, TYPE 3; HIGM3
UNG 608106 Immunodeficiency with HyperIgM, TYPE 5; HIGM5
PMS2 276300 Mismatch Repair Cancer Syndrome; MMRCS
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neutrofili & ben rappresentata; tale condizione & de-
finita mielocatessi. La conta dei neutrofili nel sangue
periferico pud transitoriamente aumentare in seguito
ad un’infezione. | pazienti affetti presentano infezioni
batteriche ricorrenti e sono suscettibili ad infezioni da
Papilloma virus. Tale predisposizione & attribuibile ad
un’alterazione dell’'omeostasi delle cellule dendritiche
plasmacitoidi 7. Il difetto molecolare, a trasmissione
autosomica dominante, risiede nel gene CXCR4 che
determina un’iperfunzione del recettore stesso in rispo-
sta alla stimolazione da parte del ligando CXCL12 '8
(Fig. 2). Alcuni pazienti possono presentare anche
malformazioni cardiache, quali la fetralogia di Fallot,
cid pud essere spiegato dal fatto che CXCR4 forma
eterodimeri con CXCR7 per regolare la risposta cellu-
lare CXCL12 e I'angiogenesi.

Recentemente & stata descritta una nuova immunodefi-
cienza caratterizzata da infezioni delle alte vie respira-
torie ad esordio precoce, linfoproliferazione dovuta ad
un’alterata risposta delle cellule T di memoria, infezioni
croniche da virus Epstein Barr e Cytomegalovirus e in
alcuni casi da citopenia autoimmune. L'ampio spettro di
infezioni alle quali i soggetti sono suscettibili & dovuto
ad un difetto sia dei linfociti B, con ipogammaglobuli-
nemia e ridofta risposta anticorpale, che dei linfociti T,
con linfopenia e ridotta risposta ai mitogeni in vitro. |l
gene mutato in eferozigosi con effetto gain-offunction
& PIK3CD che codifica per la subunita p1108 del com-
plesso PI3K e ne determina un incremento dell’attivita '°.
Nel 2013 ¢& stata descritta una forma di Immunodefi-
cienza Grave Combinata ad esordio precoce in quat-
tro pazienti con polmonite da Pneumocystis jirovecii,

GRKs

Figura 2. Rappresentazione grafica del difetto molecolare del-
la sindrome WHIM. Nella figura & rappresentato il recettore
CXCRA4 nella forma completa (in nero) e in quella mancante
della tratto carbossiterminale (in rosso).
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sepsi, candidiasi, infezioni croniche da Cytomega-
lovirus, infezioni respiratorie e gastrointestinali virali
persistenti e diarrea protratta con difetto di crescita.
| pazienti presentavano ipogammaglobulinemia o
agammaglobulinemia, con un numero normale di lin-
fociti T e linfociti B ridotti solo in un paziente. Il gene
causale identificato, a trasmissione autosomica reces-
siva, & IKBKB che codifica per la proteina IkkB, il cui
difetto determina un’alterazione della via di segnale
che porta all’attivazione di NF-xB 2.

Un difetto della via di attivazione di NF-xB si riscontra
anche in caso di mutazione in omozigosi di CARD11.
La presentazione clinica dei pochi casi descritti & quel-
la di un’immunodeficienza grave combinata. Gli esami
immunologici hanno mostrato un‘ipogammaglobuline-
mia, con un numero normale di linfociti B e T, tuttavia
vi erano un blocco della differenziazione dei linfociti
B, una diminuzione delle cellule T regolatorie e una
disfunzione dei linfociti T 2'(Tab. IV).

Conclusioni

In conclusione, i difetti dei linfociti B si manifestano
generalmente dopo il primo anno di vita; prevalente-
mente con infezioni da parte di patogeni extracellulari.
Un semplice dosaggio delle immunoglobuline sieriche
pud indirizzare la diagnosi. Qualora si dimostri una
agammaglobulinemia e il paziente sia maschio andra
indagato il gene BTK, altrimenti andranno valutate le
forme a trasmissione autosomica recessiva (Fig. 1).
Qualora almeno due classi di immunoglobuline risultino
ridotte, ma non assenti, e |'etd di esordio sia variabile,
potendo riguardare anche soggetti adulti in preceden-
za apparentemente sani, bisognera indagare |'ampia
e pleomorfa entitd dell'lmmunodeficienza Comune Vao-
riabile. In questo caso sara difficile giungere ad una

Tabella IV. Geni associati ad Ipogammaglobulinemia e ad

altri difetti immunologici.

Gene OMIM Fenotipo

CXCR4 193670 WHIM Syndrome

PIK3CD 615513 Immunodeficiency 14; IMD14
IKBKB 615592 Immunodeficiency 15; IMD15
CARD11 615206 Immunodeficiency 11; IMD11
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diagnosi molecolare: andra esclusa una possibile mu-
tazione del gene TNFRSF13B che codifica per Taci, ma
bisognerd anche prestare attenzione alle possibili mani-
festazioni autoimmuni e di disregolazione immunitaria,
che potrebbero indirizzare la diagnosi verso le nuove
forme descritte. Inoltre I'evidenza di un’anomalia della
risposta B linfocitaria nelle patologie caratterizzate da
fenomeni autoimmuni e autoinfiammatori pone in luce
il ruolo cruciale della risposta umorale nei meccanismi
di immunotolleranza. In questo contesto si inserisce la
recente scoperta di una sottopopolazioni di linfociti B
regolatori in grado di produrre IL-10. Qualora invece il
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