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INTRODUZIONE

Immunodeficienza comune variabile

Le immunodeficienze primitive sono un eterogeneo gruppo di patologie genetiche
caratterizzate da una alterazione di uno o piu componenti molecolari o cellulari del
sistema immunitario, che determinano un’aumentata predisposizione allo sviluppo di
infezioni di varia natura e manifestazioni inflammatorie, autoimmuni e neoplastiche
[1]. L’immunodeficienza comune variabile (CVID), con una prevalenza tra 1:10000 e
1:50000 nelle varie casistiche, ¢ la piu frequente immunodeficienza primitiva
clinicamente sintomatica dell’eta adulta. I1 deficit selettivo di IgA, infatti, presenta una
prevalenza globale superiore (circa 1:700 individui) ma decorre nella maggioranza dei
casi in maniera asintomatica. La CVID ¢ caratterizzata dalla riduzione delle
immunoglobuline sieriche (IgG, IgA e talvolta IgM) e da una ridotta o assente
produzione anticorpale in risposta ai patogeni [2]. A differenza di altre
immunodeficienze, solo nel 2-10% dei casi di CVID ¢ possibile riscontrare una causa
genetica sicuramente responsabile della patologia (forme monogeniche). Molte di
queste forme sono recentemente emerse, grazie all’impiego di innovative tecniche di
diagnostica molecolare (quali Next Generation Sequencing o Whole Exome
Sequencing). I geni responsabili di forme monogeniche di CVID comprendono:
LRBA, CTLA4, PRKCD, ICOS, NFKBI, NFKB2, PIK3CD, PIK3R1, TNFSFI12

(TWEAK), CD19, CD81, CR2 (CD21), MS4A1 (CD20), TNFRSF7 (CD27), IL21,



IL21R, PLCG2, VAV, RAC2, BLK, IKZF1 (IKAROS). Nei restanti casi (90-98%)
I’ereditarieta ¢ verosimilmente poligenica, sebbene differenti polimorfismi o mutazioni
in vari geni siano stati ampiamente descritti. Tali geni sono attualmente considerati
come geni predisponenti, ovvero geni i cui polimorfismi favoriscono I’insorgenza della
patologia in presenza di non ben specificati background genetici e/o ambientali. Sono
inclusi in questa categoria: TNFRSF13B (TACI), TNFRSF13C (BAFF-R), MSH2,
MSHS, MLH1, RAD50, HLA DQ/DR [3]. In accordo con questa eterogeneita genetica,
anche le alterazioni immunologiche riscontrate nei pazienti con CVID sono
estremamente variegate. La perdita parziale o totale delle funzioni svolte dal linfocita
B ¢ la caratteristica principale della CVID. Il deficit B-linfocitario puo essere sia
intrinseco, ovvero legato ad un difetto nella maturazione e differenziazione B-cellulare,
sia secondario ad un’insufficiente cooperazione con altre cellule deputate al processo
di risposta anticorpale (ad es. linfociti T). Sulla base della caratterizzazione delle
sottopopolazioni B-linfocitarie mediante citofluorimetria a flusso, ¢ possibile
individuare alterazioni numeriche di alcune specifiche popolazioni B-linfocitarie,
alcune delle quali tipiche della CVID. Quest’evenienza ¢ di particolare interesse se si
considera che alcune alterazioni di specifiche sottopopolazioni B-linfocitarie correlano
con determinate manifestazioni cliniche della patologia. Nella fattispecie, una
riduzione dei linfociti B “class-switched” (cellule CD27+1gG+ - linfociti B della
memoria) ¢ la piu frequente alterazione cellulare in pazienti con CVID e correla con la
presenza di splenomegalia. In maniera analoga un’espansione di linfociti B

“transitional” (cellule CD38++IgM"¢") ed una riduzione dei plasmoblasti (cellule
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CD38+++IgM-) sono associate con la presenza di linfoadenopatia polidistrettuale e
citopenie autoimmuni, rispettivamente [4]. Sebbene la CVID sia per definizione
un’immunodeficienza dell’immunita umorale, sono state descritte anche numerose
alterazioni dell’immunita cellulare quali una riduzione di linfociti T CD4+ naive,
un’alterata proliferazione, attivazione e secrezione di citochine T-linfocitarie (IL2,
IFN-y e IL-10), ed una riduzione dei linfociti natural killer (NK). In particolare, ¢ stato
dimostrato che il grado di riduzione delle cellule NK correla con la presenza dei piu
severi fenotipi clinici (ad es. neoplasie, enteropatia, autoimmunitd) e con una peggiore
prognosi quoad vitam [5]. Altro aspetto caratteristico della CVID ¢ uno stato di
attivazione cronica del sistema immunitario, ed in particolare di cellule della linea
monocito-macrofagica. Nella fattispecie, Barbosa et al. hanno dimostrato, in pazienti
con CVID, un significativo incremento dei livelli sierici di CD14 solubile ed
un’espansione di monociti attivati (CD14brightCD16+) che correlavano con marcatori
di attivazione B e T linfocitaria [6]. In maniera analoga, Hel et al. hanno dimostrato
un’alterazione del profilo di secrezione citochinica dei pazienti con CVID, concorde
con un’attivazione cellulare monocito-macrofagica. Nella fattispecie, venivano
osservati un incremento dei livelli sierici di CXCL-10/IP-10, antagonista del recettore
di IL-1, TNF-qa, IL-10, IL-12 (p40), CCL-2/MCP-1, G-CSF, ¢ CCL-11/eotassina ed
una riduzione della secrezione di citochine prodotte da cellule T helper CD4+ di tipo
Th1 (IFN-y, IL-2), Th2 (IL-9, IL-13), e Th17 (IL-17) [7, 8]. In accordo con la notevole
eterogeneita genetica ed immunologica, 1 pazienti con CVID possono presentare

un’ampia gamma di manifestazioni cliniche che includono: infezioni batteriche
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ricorrenti o severe prevalentemente del tratto respiratorio e gastrointestinale,
manifestazioni autoimmuni (citopenie autoimmuni, vitiligine, tiroidite autoimmune,
lupus eritematoso sistemico, artrite reumatoide, rettocolite ulcerosa, Morbo di Crohn),
manifestazioni infiammatorie da “disregolazione” immunitaria (granulomatosi
coinvolgente vari organi, polmonite interstiziale linfocitaria, linfoadenopatia
polidistrettuale, splenomegalia, epatomegalia) e neoplasie (prevalentemente malattie
linfoproliferative ed adenocarcinomi del tratto gastrointestinale). L’estrema variabilita
delle manifestazioni cliniche presentate dai pazienti con CVID ha condotto vari gruppi
di ricerca a definire dei fenotipi clinici, non mutuamente esclusivi, in cui raggruppare
pazienti con manifestazioni cliniche che presentassero analoghe patogenesi, al fine di
facilitarne la stratificazione prognostica. La piu autorevole classificazione in fenotipi
clinici redatta da Chapel et al. nel 2008, e aggiornata nel 2012, prevede: 1-
manifestazioni esclusivamente infettive; 2- citopenie autoimmuni (trombocitopenia
autoimmune, anemia emolitica autoimmune e neutropenia autoimmune); 3-
linfoproliferazione policlonale (granulomi, polmonite linfocitaria interstiziale,
linfoadenopatia persistente, splenomegalia); enteropatia [9, 10]. La pietra miliare del
trattamento farmacologico della CVID, cosi come di tutte le immunodeficienze
dell’immunita umorale, ¢ la terapia sostitutiva con immunoglobuline umane
polivalenti. Numerosi studi hanno infatti dimostrato una notevole riduzione degli
episodi infettivi ed un miglioramento della prognosi a lungo termine nei pazienti con
CVID in seguito all’inizio della terapia sostitutiva [11]. Tuttavia, a dispetto del

notevole successo nel trattamento e nella prevenzione delle manifestazioni infettive, la
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terapia con immunoglobuline non ha alcuna efficacia nel trattamento delle complicanze
non infettive che sono progressivamente divenute la principale causa di mortalita nei
pazienti con CVID [12]. Nonostante un grave episodio infettivo (ad es. una polmonite
0 una sepsi) puo essere la manifestazione clinica di esordio della CVID, 1’esordio della
patologia ¢ piu frequentemente subdolo e poco eclatante, soprattutto nel caso in cui le
manifestazioni di esordio siano di natura non infettiva. La presentazione clinica
proteiforme della CVID e la concezione scorretta che le immunodeficienze siano una
patologia tipica dell’eta infantile concorrono all’instaurarsi di un notevole ritardo
diagnostico (mediamente di 6-7 anni nelle varie casistiche europee). Il ritardo
diagnostico, ed il conseguente ritardo nell’inizio della terapia e del management
specialistico, determina un notevole peggioramento prognostico in alcuni sottogruppi
di pazienti con CVID. Nella fattispecie, il nostro gruppo di ricerca ha recentemente
dimostrato che tale evenienza ¢ particolarmente rilevante per 1 pazienti con CVID e
deficit assoluto di IgA [13]. In questo scenario, la maggior parte degli sforzi della
comunita scientifica sono volti all’identificazione di marcatori biologici che
consentano di ridurre il ritardo diagnostico e di effettuare stime della prognosi a lungo
termine dei pazienti con CVID. In quest’ambito, una promettente strategia e la
correlazione tra marcatori biologici di attivazione del sistema immunitario e specifici
fenotipi clinici della patologia. In questa ottica, vari studi hanno valutato le relazioni
biologiche tra il sistema immunitario ed il tessuto adiposo. Quest’ultimo, considerato

erroneamente per lungo tempo come un tessuto di “deposito” biologicamente inerte, ¢



emerso negli ultimi anni come un vero e proprio organo endocrino capace di

influenzare numerosi processi metabolici ed immunologici.



1l tessuto adiposo nella regolazione del sistema immunitario: il ruolo

dell’adiponectina

I1 tessuto adiposo svolge un ruolo cruciale nella regolazione dell’omeostasi metabolica
[14]. Tuttavia, mentre il suo ruolo come fonte di energia era stato gia evidenziato oltre
50 anni orsono, la dimostrazione dell’esistenza di regolatori circolanti derivati dal
tessuto adiposo che esercitassero un’azione centrale sull’assunzione di cibo e sul
dispendio energetico, ¢ un’acquisizione molto piu recente [15]. Questo tipo di attivita
biologica ¢ stata per la prima volta descritta per il peptide di derivazione adipocitaria
leptina. Successivamente un’ampia serie di molecole, definite come adipochine, ¢ stata
identificata, chiarendo in maggiore dettaglio le funzioni biologiche svolte dal tessuto
adiposo [16]. Tra queste, 1’adiponectina ¢ una delle maggiormente studiate.
L’adiponectina ¢ un’adipochina del peso molecolare di 30 kDa, secreta esclusivamente
dal tessuso adiposo, che esercita un’azione anti-diabetica agendo come insulino-
sensibilizzante endogeno. L’espressione dell’adiponectina nell’uomo ¢ down-regolata
in corso di obesita [17]. E’ riscontrabile negli adipociti ¢ nel plasma in tre principali
forme molecolari: trimerica, esamerica ed octadecamerica (LMW, MMW ¢ HMW).
L’adiponectina ad alto peso molecolare (HMW) esercita 1 principali effetti biologici,
mentre gli altri oligomeri modulano in maniera differente i vari pathway di signaling
intracellulare [18]. L’adiponectina esercita molteplici proprieta protettive anti-
infiammatorie. Svolge, inoltre, un rilevante ruolo in alcune risposte immunitarie quali
I’infiammazione, fungendo da mediatore patogenetico critico dello sviluppo

dell’insulino-resistenza indotta dall’obesita [19]. Tuttavia, se essa agisca da fattore pro-
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o anti-inflammatorio € ancora una questione particolarmente dibattuta. Vari studi
hanno rilevato che I’adiponectina agisce come mediatore anti-inflammatorio nel corso
della progressione di varie malattie metaboliche [20, 21]. In maniera analoga, la down-
regolazione dell’adiponectina risulta associata all’incremento di vari marcatori
inflammatori e a stati di disfunzione metabolica. Al contrario, altri studi evidenziano
che I’adiponectina promuove le risposte inflammatorie mediante sia 1’attivazione del
pathway di NF-kB sia la secrezione di citochine pro-infiammatorie quali I’'IL-1 e I’IL-
6. Il meccanismo maggiormente descritto mediante il quale 1’adiponectina determina
effetti antinfiammatori, ¢ la regolazione di proliferazione, plasticita e polarizzazione di
macrofagi M1 ed M2. Nella fattispecie sopprime 1’attivazione dei macrofagi M1 e
promuove la proliferazione dei macrofagi M2 [22-24]. Ne deriva una riduzione dei
livelli di TNF-a, MCP-1 ed IL-6 (marcatori tipici dell’attivazione dei macrofagi M1)
ed un incremento di citochine antinfiammatorie quali IL-10 e MGL-1 (marcatori tipici
dei macrofagi M2) [25]. Tali azioni vengono esercitate dall’adiponectina mediante il
legame con specifici recettori, AdipoR1 ed AdipoR2, espressi sulla superficie dei
macrofagi cosi come di numerose altre cellule immunitarie (ad es. linfociti B e cellule
NK). AdipoR1 ed AdipoR2 svolgono ruoli rilevanti nella regolazione di
inflammazione, metabolismo lipidico e glucidico e stress ossidativo [26]. Tali azioni
sono state dimostrate sia in vivo che in vitro. Inoltre anche la T-caderina, una
glicoproteina della superficie cellulare, ¢ efficiente nel legare 1’adiponectina e
mediarne 1l signaling. In aggiunta alla preminente azione esercitata sulla

proliferazione, plasticita e polarizzazione delle cellule monocito-macrofagiche,
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I’adiponectina svolge importanti effetti antinfiammatori anche su numerose altre
cellule del sistema immunitario [27]. Nella fattispecie, tali effetti possono essere cosi
sintetizzati: inibisce la secrezione di IFNy da parte dei linfociti NK, inibisce il
reclutamento dei granulociti eosinofili e I’attivazione dei granulociti neutrofili, inibisce
la secrezione di IL-5 ed IL13 da parte delle cellule linfoidi innate e blocca I’attivazione
delle cellule T helper Th1 e Th17 ad opera delle cellule dendritiche [28-30]. In maniera
concorde con questi riscontri di ordine biologico, 1 livelli di adiponectina sono
diminuiti in un gran numero di malattie metaboliche, come 1’obesita, il diabete mellito
di tipo II e la OSAS (sindrome delle apnee ostruttive nel sonno). Negli individui affetti
da queste patologie, I’espressione dell’adiponectina mostra frequentemente una
regolazione inversa con marcatori inflammatori quali il TNF-a, I’IL-6 e la proteina C
reattiva (PCR) [31-36]. Al contrario, ed in maniera sorprendente, superiori livelli di
espressione di adiponectina sono stati riscontrati in patologie immuno-mediate quali
I’artrite reumatoide, il lupus eritematoso sistemico e la broncopneumopatia cronica
ostruttiva, a dispetto del loro stato inflammatorio. Le cause di questa up-regolazione in
tali condizioni cliniche non sono state ancora chiarite [37-40]. Una plausibile ipotesi €
che in tali patologie I’incremento dell’adiponectina rappresenti una sorta di tentativo
compensatorio dello stato inflammatorio sistemico. Il ruolo del tessuto adiposo nella
regolazione dell’infiammazione ¢ stato recentemente valutato, tra le varie patologie,
anche nell’immunodeficienza comune variabile [41, 42]. In particolare, uno studio ha
valutato gli effetti dell’adipochina leptina su cellule mononucleate isolate dal sangue

periferico di pazienti affetti da CVID [39]. Tale studio evidenziava un incremento della
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risposta proliferativa dei linfociti ai mitogeni ed una riduzione dell’apoptosi mediata
dall’attivazione di queste cellule, suggerendo, di conseguenza, un possibile ruolo

patogenetico delle adipochine nei difetti cellulari osservati nella CVID.
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1 livelli di aidponectina totale e degli oligomeri HMW sono ridotti nei pazienti con

CVID

Come discusso precedentemente, la CVID ¢ una patologia caratterizzata da
un’attivazione cronica del sistema immunitario e nella fattispecie della linea monocito-
macrofagica, come dimostrato dalla disregolazione di una serie di citochine
tipicamente coinvolte nell’attivazione monocito-macrofagica (TNF-a, IL-1 etc.) [6-8].
Alla luce di queste considerazioni, abbiamo deciso di analizzare, in un primo studio, 1
livelli di espressione e lo stato di oligomerizzazione dell’adiponectina in un’ampia
coorte di pazienti affetti da CVID, confrontandoli con controlli sani, al fine di valutare
I’eventuale ruolo di questa adipochina come marcatore di severita e/o prognosi della
patologia [43]. I livelli di espressione di adiponectina sono stati quindi correlati alla
presenza di determinati fenotipi clinici della CVID, al fine di valutare un eventuale
coinvolgimento dell’adiponectina nella patogenesi di specifiche manifestazioni
cliniche della patologia. Per valutare invece gli effetti immunomodulanti della terapia
sostitutiva con immunoglobuline, si ¢ deciso di analizzare 1’espressione
dell’adiponectina in una coorte di pazienti naive (ovvero pazienti che hanno ricevuto
la diagnosi di CVID ma non sono mai stati trattati) al momento della diagnosi e dopo
la prima terapia sostitutiva con immunoglobuline. Per determinare infine se gli effetti
esercitati dalle immunoglobuline sull’espressione di adiponectina si verificassero
esclusivamente nella CVID o anche in altre condizioni cliniche, abbiamo deciso di
valutare 1’espressione dell’adiponectina prima e dopo la terapia con immunoglobuline

in una ristretta coorte di pazienti affetti da polineuropatia demielinizzante
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infiammatoria cronica (CIDP). Abbiamo riscontrato che 1 livelli di Adiponectina totale
e degli oligomeri HMW erano ridotti nei pazienti affetti da CVID rispetto ai controlli
sani, mentre non vi erano differenze nei pazienti affetti da CIDP. Ridotti livelli sierici
di Adiponectina correlavano con la presenza di bassi livelli sierici di IgA alla diagnosi
e con la presenza di due fenotipi clinici della CVID, la citopenia autoimmune e
I’enteropatia. Condizioni caratterizzate da una peggiore prognosi a lungo termine e
attivazione cronica del sistema immunitario. Inoltre, un’analisi mediante Receiver
operating characteristic (ROC) curve dimostrava che tale modulazione dei livelli sierici
di adiponectina era specifica per 1 pazienti con diagnosi di CVID. Infine, 1 livelli sierici
di adiponectina totale e degli oligomeri HMW sono aumentati in maniera rapida e
significativa dopo la prima infusione di immunoglobuline umane normali in 8 pazienti
che non avevano mai ricevuto terapia sostitutiva (¢reatment naive) ma non nei 5
pazienti affetti da CIDP, suggerendo, di conseguenza, che la somministrazione di
immunoglobuline di per se non sarebbe sufficiente a determinare 1’incremento dei
livelli sierici di adiponectina, se non in presenza del background cellulare e molecolare
proprio della CVID. Nel complesso, i dati derivanti da questo primo studio indicavano
che i livelli sierici di adiponectina correlavano in maniera specifica con la
disregolazione immunitaria tipica della CVID, suggerendo un possibile impiego di tale

molecola come biomarcatore di attivita di malattia nella CVID.
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Razionale ed obiettivi dello studio

Dopo aver dimostrato la riduzione dei livelli sierici di Adiponectina totale e degli
oligomeri HMW nei pazienti affetti da CVID, nonché gli effetti esercitati dalla terapia
sostitutiva con immunoglobuline somminstrate per via endovenosa sull’espressione di
Adiponectina esclusivamente nel contesto clinico della CVID, abbiamo ¢ deciso di
investigare le modalita mediante le quali 1 livelli sierici di adiponectina venivano
modulati ed il possibile ruolo patogenetico o di biomarcatore nella CVID.
L’espressione dei recettori di AdipoR1 ed AdipoR2 sulla superficie di linfociti B ed
altre cellule mononucleate del sangue periferico ¢ stata valutata da precedenti studi che
avevano dimostrato una riduzione dell’espressione di entrambi 1 recettori sulla
superficie cellulare dei linfociti B in pazienti con patologie autoimmuni quali ’artrite
reumatoide ed il diabete di tipo 1 [25, 44]. Un altro studio ha inoltre descritto una
correlazione inversa tra i livelli sierici di Adiponectina e I’espressione di AdipoR1 ed
AdipoR2 su varie cellule mononucleate del sangue periferico[45] . Come accennato
precedentemente, 1’analisi dei pattern di espressione citochinica nella CVID e la loro
modulazione in relazione alla presenza di specifici fenotipi clinici e/o complicanze
della patologia ¢ stata oggetto di numerosi studi [6-8]. Sebbene con risultati non
univoci, tali studi hanno dimostrato che specifici pattern di secrezione di citochine sono
associati alla disregolazione immunitaria tipica della CVID. In maniera analoga la
secrezione di adiponectina, cosi come quella di altre rilevanti adipochine quale la
leptina, modula I’espressione di numerose citochine in differenti condizioni cliniche.

Nella fattispecie, I’adiponectina esercita, invece, un effetto inibente sull’attivazione
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macrofagica bloccando 1 pathway NF-kB-dipendenti e la secrezione di citochine pro-
inflammatorie quali IL1, IL-6 e TNF-a. Vari studi hanno dimostrato inoltre una
correlazione inversa tra I’espressione di adiponectina e quella del TNF-a [21, 24]. Alla
luce di tali considerazioni, per contribuire a chiarire i meccanismi mediante 1 quali le
concentrazioni di adiponectina totale e dei suoi oligomeri sono modulate nel contesto

patologico della CVID, abbiamo deciso di caratterizzare:

- 1l profilo di espressione dei recettori per 1’adiponectina (AdipoR1, AdipoR2 e T-
caderina) sulla superficie di varie popolazioni di cellule mononucleate del sangue

periferico

- 1 livelli sierici di un’altra rilevante adipochina quale la leptina in pazienti con CVID,
e la modulazione della sua espressione rispetto alla Adiponectina in relazione alla

terapia sostitutiva con immunoglobuline

- il pattern di espressione di 5 citochine (IL-2, IL-6, IL-10, TNF-a ¢ IFN-y) in 24
pazienti in terapia di mantenimento,18 pazienti naive per terapia sostitutiva e 28
controlli sani in relazione alla somministrazione endovenosa di immunoglobuline

umane normali (immediatamente prima e 24 ore dopo la prima infusione).
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MATERIALI E METODI

Reclutamento dei soggetti

Ventiquattro pazienti (12 uomini, 12 donne) affetti da CVID in trattamento
continuativo con immunoglobuline umane normali ed 8 pazienti treatment naive
(ovvero che non avevano mai ricevuto terapia sostitutiva con immunoglobuline) sono
stati reclutati presso la UOSD di Allergia ed Immunodeficienze del Dipartimento di
Scienze Mediche Traslazionali, Universita di Napoli Federico II. Tutti 1 pazienti
soddisfacevano 1 criteri diagnostici stabiliti dalla European Society for
Immunodeficiency (ESID) [46]: presenza di almeno una tra le seguenti caratteristiche
cliniche: aumentata suscettibilita alle infezioni, manifestazioni autoimmuni, patologie
granulomatose, linfoproliferazione policlonale e familiari affetti da deficit di
produzione anticorpale; notevole riduzione delle IgG e delle IgA con o senza ridotti
livelli sierici di IgM (valutata su almeno due determinazioni ¢ maggiore di due
deviazioni standard rispetto ai livelli normali per eta); almeno una tra le seguenti
alterazioni immunologiche: scarsa risposta vaccinale e riduzione dei linfociti B della
memoria nel sangue periferico (inferiori al 70% rispetto alla norma); esclusione di
cause secondarie di ipogammaglobulinemia; eta superiore ai 4 anni; assenza di grave
deficit T cellulare (definito come riduzione dei linfociti T CD4+ naive, riduzione dei

linfociti T CD4+ o assente risposta ai test di proliferazione T-cellulare).

Come controlli abbiamo reclutato 28 volontari sani presso lo staff del CEINGE —

Biotecnologie Avanzate di Napoli, appaiati per eta, peso corporeo € body mass index
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(BMI). Le informazioni retrospettive relative alle conte assolute e la distribuzione dei
subset B- e T-linfocitari, la risposta vaccinale ai polisaccaridi pneumococcici e la storia
clinica la storia clinica di infezioni ricorrenti, diarrea cronica, bronchiectasie, patologie
autoimmuni (con particolare riferimento a trombocitopenia autoimmune, anemia
emolitica autoimmune e neutropenia), linfoproliferazione policlonale (epatomegalia,
splenomegalia, linfoadenopatia, manifestazioni granulomatose non infettive) e
neoplasie, sono stati recuperati dalla documentazione medica (cartelle cliniche e referti
laboratoristici) dei pazienti con CVID, disponibile presso la UOSD di Allergologia e

Immunodeficienze.

I pazienti in terapia di mantenimento ricevevano terapia sostitutiva continuativa con
immunoglobuline umane polivalenti per via endovenoso alla dose di 400 mg/Kg peso
corporeo/mese con intervalli tra le somministrazioni di 3 settimane, allo scopo di
mantenere livelli sierici di IgG superiori a 600 mg/dl (768 = 87 mg/dl). Non vi erano
casi familiari di CVID. I pazienti treatment naive hanno ricevuto la prima terapia
sostitutiva con immunoglobuline umane polivalenti alla dose di 400 mg/kg peso
corporeo. Il protocollo di ricerca ¢ stato approvato dal Comitato Etico per le attivita
biomediche dell’Universita di Napoli Federico II ed ¢ stato condotto secondo la
Dichiarazione di Helsinki II. Un consenso informato in forma scritta ¢ stato espresso

da tutti i partecipanti allo studio.
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Valutazioni biochimiche ed antropometriche

Altezza e peso dei partecipanti sono state misurate utilizzande metodoche standard ed
il body mass index ¢ stato calcolato come peso corporeo (Kg)/quadrato dell’altezza
(metri). I campioni ematici (5 ml) sono stati prelevati dopo 12 ore di digiuno per 1
pazienti in terapia di mantenimento, e sia immediatemente prima che 24 ore dopo la
prima somministrazione di immunoglobuline per i pazienti treatment naive. 1 campioni
ematici sono stati mmediatamente centrifugati ed aliquote di siero sono state
conservate alla temperatura di -20 °C. I livelli di IgG, IgA, IgM, colesterolo totale,
LDL, HDL, trigliceridi, glucosio, proteine totali, ferro, fibrinogeno, proteina C reattiva
e velocita di eritrosedimentazione sono stati determinati in tutti i partecipanti
impiegando metodiche enzimatiche standard (Hitachi Modular, Roche, Mannheim,

Germany).

Misurazione di Adiponectina e Leptina

Le concentrazioni sieriche di adiponectina e leptina sono state valutate in 18 pazienti
con CVID treatment naive prima e 24 ore dopo la prima infusione di immunoglobuline
umane normale, nei 24 pazienti con CVID in terapia di mantenimento e nei 28 controlli
sani. La concentrazione di adiponectina totale ¢ stata misurata mediante ELISA come
precedentemente descritto [20]. I livelli di leptina sono stati misurati impiegando un

kit commerciale ELISA (Elabscience, Houston, Texas, USA).
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Valutazione dell’espressione dei recettori per I’Adiponectina sulla superficie di
cellule mononucleate del sangue periferico (PBMCs) mediante citofluorimetria a

Sflusso.

L’espressione dei recettori per I’adiponectina (AdipoR1, AdipoR2 e T-caderina) sulla
usuperficie leucocitaria ¢ stata valutata in 18 pazienti con CVID freatment naive prima
e 24 ore dopo la prima somministrazione di immunoglobuline. I PBMCs sono stati
incubati con specifici anticorpi per 30 minuti a 4 °C. Successivamente, 1 campioni SOno

stati marcati con gli specifici anticorpi secondari coniugati per 30 minuti a 4°C.

Anticorpi tipo rabbit anti-AdipoR1 (357-375) ed AdipoR2 (374-386) umani (Phoenix
Pharmaceuticals, Karlsruhe, Germany) sono stati impiegati alla concentrazione di 5
ug/ml e rilevati mediante anticorpo secondario tipo goat anti-Rabbit Alexa 488 (Life
Technologies, Milano, Italia). Il gating per misurare 1’espressione di AdipoR1 ed
AdipoR2 sulla superficie dei PBMCs e dei linfociti B ¢ stato basato sul controllo
isotipo. Le frequenze relative al controllo isotipo sono state sottratte da quelle relative
a AdipoR1 ed AdipoR2 in ogni campione. I seguenti anticorpi sono stati impiegati per
marcare 1 PBMCs umani: CD4- FITC (1:50) (OKT-4), CD3-PerCp-Cy5.5 (1:50)
(OKT3), CD19- PECy7 (1:50) (HIB19), CD8-Pacific Blue (1:50) (OKTS8), CD56- PE
(1:50) (MEM188) (all from E-bioscience, Hatfield, UK), CD4- Pacific orange (1:10)
(clone S3.5) (Life Technologies, Milano, Italia) and CD45RO-APC (1:20) (UCHLTI)
(BD Bioscience, Oxford, UK), a4B1-PE (1:100) (P5D2), aLB2-FITC (1:100) (212701),
DP-2-FITC (1:10) (301108) (R&D Systems, Abingdon, UK.), CXCR3-PE (1:50)

(2Arl) (VWR International PBI S.r.l., Milano, Italy). Le sottopopolazioni B-
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linfocitarie sono state marcate impiegando CD19-PerCpVio700 (1:30) (LT19), IgM-
PE (1:30) (PJ2-22H3), IgD-APC (1:60) (IgD26), CD38-FTIC (1:150) (IB6), e CD27-

APCVio-770 (1:10) (M-T271) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

Misurazione delle concentrazioni di citochine

Le concentrazioni di 8 citochine (IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL10. INFy, TNFa, GM-CSF)
sono state misurate nel siero di 18 pazienti con CVID freatment naive prima e 24 ore
dopo la prima infusione di immunoglobuline, in 24 paziente con CVID in
mantenimento ed in 28 controlli sani, impiegando un kit disponibile in commercio
(Bio-Plex ProTM Human Cytokine 8-plex Assay, Hercules, CA, USA). Il saggio ¢
stato effettuato secondo le istruzioni del produttore e le concentrazioni delle citochine
sono state calcolate comparando la lettura di una curva standard logistica

pentaparametrica mediante uno strumento Bioplex 200 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Analisi statistica

La significativita statistica ¢ stata stabilita per una p <0.05. I test di Bonferroni e
Student sono stati impiegati per comparare le medie dei parametri biochimici. L’analisi
della varianza ed il test di Bonferroni sono stati impiegati per comparare le medie delle

concentrazioni di citochine.
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RISULTATI

Caratteristiche biochimiche ed antropometriche dei pazienti con CVID

Le caratteristiche antropometriche e biochimiche di 24 paziente con CVID in terapia
di mantenimento e 28 controlli sani sono riportate in Tabella 1. I livelli sierici di
colesterolo totale, proteine totali e sideremia erano inferiori nei pazienti rispetto ai
controlli (p<0.03). I risultati del test ELISA hanno confermato le inferiori
concentrazioni di adiponectina totale nei pazienti con CVID rispetto ai soggetti di
controllo (p=0.03). Inoltre, i livelli di adiponectina totale sono incrementati nei pazienti
treatment naive 24 ore dopo la prima terapia sostitutiva con immunoglobuline
(p=0.007). La Tabella 2 mostra le caratteristiche biochimiche ed antropometriche di
18 pazienti con CVID treatment naive prima e 24 ore dopo la prima somministrazione

di immunoglobuline.

Concentrazioni di leptina nei pazienti con CVID

Al fine di verificare la specificita della modulazione della produzione di adiponectina
nel contesto clinico della CVID, abbiamo valutato il coinvolgimento della leptina, che
¢ una delle piu rilevanti adipochine prodotte dalle cellule del sistema adiposo. In prima
istanza, per valutare se i livelli sierici di leptina fossero modulati dalla terapia
sostitutiva con immunoglobuline, abbiamo misurato le sue concentrazioni in pazienti

con CVID treatment naive prima e 24 ore dopo la prima infusione di terapia sostitutiva
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con immunoglobuline. In maniera interessante, differentemente dall’adiponectina, 1
livelli sierici di leptina non erano modificati dalla somministrazione di
immunoglobuline (Tabella 2). Di conseguenza, le concentrazioni di leptina non
differivano significativamente tra pazienti con CVID in terapia di mantenimento e
controlli (Tabella 1). La Figura 1 mostra 1 livelli di adiponectina e leptina, cosi come
il rapporto adiponectina/leptina in pazienti con CVID treatment naive prima e 24 ore
dopo la prima terapia sostitutiva con immunoglobuline in confronto ai soggetti di
controllo. Il rapporto adiponectina/leptina ¢ risultato significativamente inferiore nei
pazienti con CVID treatment naive rispetto ai controlli. Al contrario, il rapporto
adiponectina/leptina ¢ aumentato 24 ore dopo la prima somministrazione di
immunoglobuline negli stessi pazienti treatment naive. Considerato che I’infusione di
immunoglobuline non aveva modificato i livelli di leptina, possiamo concludere che la
variazione osservata in tale rapporto ¢ attribuibile alle variazioni nell’espressione di

adiponectina.

Espressione di AdipoR1, AdipoR?2 e T-caderina sulla superficie dei PBMCs

Come mostrato in Figura 2, gli esperimenti di citofluorimetria a flusso hanno
dimostrato che 1’espressione (in termine di percentuale di cellule positive) di AdipoR1
ed AdipoR?2 a livello di superficie di linfociti B ( cellule CD19+), linfociti B attivati
(cellule CD19+CD27+), linfociti NK (cellule CD3-CD56+) e monociti (cellule

CD14+) ¢ superiore nei pazienti con CVID treatment naive rispetto ai soggetti di
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controllo (Figura 2A). In maniera interessante, 1’espressione di AdipoR1 sulla
superficie di linfociti B, linfociti NK e monociti € risultata significativamente superiore
rispetto ai controlli. Al contrario, non sono state riscontrate differenze significative
nell’espressione a livello delle cellule CD19+CD27+ (Figura 2A). L’espressione di
AdipoR2 su linfociti B, linfociti NK, monociti e linfociti B CD27+ ¢ risultata superiore
nei pazienti con CVID treatment naive rispetto ai controlli, non raggiungendo tuttavia

una differenza statisticamente significativa.

In maniera interessante, 24 ore dopo la prima terapia sostitutiva con immunoglobuline,
I’espressione sia di AdipoR1 sia di AdipoR2 ¢ diminuita a livello della superficie dei
linfociti B totali, dei linfociti B “attivati” CD27+, delle cellule NK e dei monociti.
L’espressione di T-caderina a livello di superficie di linfociti B CD27+, linfociti NK o
monociti non ha mostrato invece differenze tra controlli e pazienti treatment naive sia
prima che dopo la prima terapia sostitutiva con immunoglobuline (Figura 2C).
Abbiamo inoltre raccolto campioni ematici da 5 pazienti con CVID treatment naive
per ’analisi dell’espressione dei recettori per adiponectina a livello della superficie di
PBMCs a 7, 14 e 21 giorni dopo I'infusione ed abbiamo riscontrato che i livelli di
espressione non differivano tra i vari tempi presi in esame (Figura 3). Infine,
I’espressione di AdipoR1, AdipoR2 e T-caderina a livello della superficie cellulare dei
linfociti T era appena al di sopra della soglia di rilevamento sperimentale (risultati non

mostrati).
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Pattern di produzione di citochine in pazienti con CVID in terapia di mantenimento

Come mostrato in Figura 4, 1 livelli sierici di IL-6, IL-8 e TNF-a sono risultati
significativamente superiori nei 2 gruppi di trattamento rispetto ai controlli. I livelli di
IL-10 sono risultati inferiori nei pazienti rispetto ai controlli, mentre 1’espressione di
IL-2, IL-4 ed IFN-y non ha mostrato significative differenze sia tra i due gruppi di
pazienti (mantenimento e freatment naive) sia rispetto ai controlli. I livelli di IL-6, IL-
8, TNF-a considerando 1 soli pazienti treatment naive sono risultati sovrapponibili a
quelli dei controlli sani. Infine, la prima infusione di immunoglobuline umane
polivalenti non ha significativamente modificato 1 livelli sierici delle suddette citochine
dopo 24 ore, 7, 14 o 21 giorni dalla prima infusione (Figura 5). I livelli sierici di IL-
10, considerando i soli pazienti treatment naive, sono risultati inferiori rispetto ai

controlli.
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DISCUSSIONE

Come precedentemente descritto, non ¢ stato dimostrato un univoco meccanismo
molecolare responsabile delle manifestazioni cliniche tipiche della CVID. Tuttavia,
numerosi studi hanno evidenziato un’attivazione cronica del sistema immunitario nei
pazienti con CVID associato alla up-regolazione di una serie di citochine ad attivita
pro-infiammatoria [6, 44, 45]. D’altro canto, le nuove rilevanti acquisizioni sulle
funzioni svolte dal tessuto adiposo hanno chiarito I’esistenza di un intricato network
che mette in correlazione omeostasi metabolica e sistema immunitario. Tali azioni si
svolgono prevalentemente mediante gli effetti esercitati da differenti citochine ed
adipochine [41]. In un precedente studio, propedeutico agli esperimenti oggetto di
questa tesi, avevamo dimostrato che 1’espressione dell’adiponectina totale e degli
oligomeri HMW, ovvero quelli dotati di maggiore attivitd biologica, ¢ ridotta in
pazienti con CVID, ¢ associata alla presenza di specifici fenotipi clinici della patologia
ed indirettamente alla prognosi a lungo termine, ed ¢ influenza dall’inizio della terapia
sostitutiva con immunoglobuline in pazienti treatment naive [43]. In particolare,
avevamo riscontrato una significativa associazione tra i livelli sierici di adiponectina
ed alcuni fenotipi clinici dei pazienti con CVID quali le citopenie autoimmuni e
I’enteropatia. 1 pazienti con citopenia autoimmuni e quelli con enteropatia
presentavano livelli significativamente piu bassi di adiponectina rispetto a quelli senza
tali fenotipi clinici. Queste osservazioni sono di rilievo se si considera che circa il 10-
20% dei pazienti con CVID presenta citopenie autoimmuni [9, 46] e circa il 10%

enteropatia [9]. Inoltre, 1 pazienti con CVID che presentano nel corso della storia
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naturale della patologia manifestazioni non infettive hanno una prognosi a lungo
termine decisamente peggiore (rischio di morte 11 volte superiore) rispetto a quelli che
presentano esclusivamente manifestazioni infettive [46]. In maniera analoga, 1 livelli
di adiponectina erano significativamente piu bassi nel sottogruppo di pazienti che
presentavano livelli sierici di IgA alla diagnosi inferiori a 7 mg/dl rispetto a quelli con
IgA alla diagnosi superiori a 7 mg/dl. Quinti et al. hanno precedentemente dimostrato
che livelli di IgA alla diagnosi inferiori a 7 mg/dl definiscono un sottogruppo di
pazienti con un maggiore rischio di sviluppare polmoniti batteriche e,
conseguentemente, una peggiore prognosi [47]. Nel loro complesso, questi riscontri
suggerivano uno specifico ruolo dell’adiponectina nella patogenesi delle
manifestazioni cliniche della CVID. Negli esperimenti descritti in questa trattazione,
abbiamo invece dimostrato che 1’espressione dei recettori AdipoR1 ed AdipoR2 sulla
superficie di membrana di cellule mononucleate dal sangue periferico di pazienti affetti
da CVID differisce da quella da controlli sani appaiati per eta, genere ¢ BMI, e si
modifica dopo la prima infusione di immunoglobuline in pazienti con CVID treatment
naive. L ’ipotesi della specificita del coinvolgimento dell’adiponectina nella patogenesi
e/o nelle modifiche infiammatorie della CVID ¢ supportata dall’assenza di modifiche
nell’espressione di leptina e dei livelli sierici di numerose citochine testate. Considerati
nel loro complesso, questi risultati suggeriscono che il sistema di regolazione della
produzione e sintesi di adiponectina giochi un ruolo critico nella CVID, ed in particolar
modo in alcune caratteristiche manifestazioni cliniche. L’espressione dei recettori

AdipoR1 ed AdipoR2 ¢ stata precedentemente esaminata nei linfociti B, monociti e
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linfociti NK, ma non a livello dei linfociti T [25]. In particolare, ¢ stata riscontrata una
riduzione dell’espressione di AdipoR1 ed AdipoR2 a livello della superficie cellulare
dei linfociti B di pazienti con patologie autoimmuni, in particolare, artrite reumatoide
e diabete mellito di tipo 1 [48]. Chimen et al. hanno descritto una correlazione inversa
tra 1 livelli sierici di adiponectina e I’espressione dei suoi recettori a livello di varie
popolazioni di cellule del sistema immunitario [49, 50]. Concordemente, in un
precedente studio, abbiamo riscontrato che bassi livelli sierici di adiponectina era
associati al riscontro di una up-regulation di AdipoR1 ed AdipoR2 e, viceversa, che
elevati livelli sierici di adiponectina riscontrati in vari modelli di patologia autoimmune
riisultavano in una down-regolazione di AdipoR1 ed AdipoR2 [51]. Inoltre, 1 nostri
risultati suggeriscono che le funzioni di regolazione del sistema immunitario operate
dall’adiponectina nella CVID sono specificamente correlate ai pathway di signaling di

AdipoR1 ed AdipoR2, ma non di T-caderina.

Mentre vari studi hanno associato 1’espressione di T-caderina al riscontro di danno
endoteliali e progressione neoplastica [52, 53], non vi sono, al meglio delle nostre
conoscenze, dati sperimentali riguardanti 1’espressione di T-caderina e le sue
variazioni, nelle differenti linee cellulari del sistema immunitario. L’assenza di
variazioni nell’espressione di T-caderina sulla superficie dei PBMCs dei pazienti
valutati in questo studio, indica che, nel contesto patologico della CVID, questo
recettore non ¢ coinvolto nell’espletamento della regolazione immunitaria operata

dall’adiponectina.
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Un altro interessante risultato del nostro sturio riguarda le modifiche nell’espressione
di AdipoR1 ed AdipoR2, che in maniera simile alle variazioni dei livelli sierici di
adiponctina, sono parzialmente revertite vero 1 livelli riferibili alla popolazione
generale, o quanto meno ai controlli sani, dopo la prima somministrazione sostitutiva
di immunoglobuline umane polivalenti. Questo risultato rafforza I’ipotesi che il
sistema metabolico della produzione di adiponectina svolga un ruolo preminente nella
patogenesi della disregolazione immunitaria e delle manifestazioni cliniche della
CVID. Per quanto concerne le risposte infiammatorie, 1’acquisizione preminente ¢ che
I’adiponectina agisca prevalentemente come regolatore dell’infiammazione
esercitando effetti sulla secrezione di citochine pro- ed anti-inflammatorie. Di contro,
alcuni studi in vitro hanno dimostrato che 1’adiponectina possa esercitare proprieta pro-
inflammatorie in determinate circostanze, attraverso I’incremento dell’espressione e
dell’attivita di mediatori e citochine pro-infiammatorie [54-56]. Per stabilire la
specificita del coinvolgimento dell’adiponectina nella CVID abbiamo studiato il trend
delle concentrazioni di leptina nelle stesse condizioni sperimentali. Quest’ultima
citochina ¢ prodotta dagli adipociti e riveste un ruolo nella regolazione del sistema
immunitario ampliamente descritto [57, 58]. Abbiamo riscontrato che 1’espressione di
leptina non differiva in maniera significativa tra i pazienti in terapia di mantenimento
ed 1 controlli sani, n¢ prima o dopo la prima somministrazione di immunoglobuline nei
pazienti con CVID treatment naive. Nell’unico studio disponibile in letteratura che
abbia valutato il ruolo della leptina nella CVID, I’espressione di questa adipochina non

era associato con la patologia o con specifiche manifestazioni cliniche della stessa [39].
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Numerosi studi hanno poi valutato la produzione di differenti citochine nella CVID,
sebbene con risultati contrastanti [7, 59, 60]. In questo studio abbiamo riscontrato che
1 livelli sierici di IL-6, IL-8 ¢ TNF-a erano superiori nei pazienti con CVID, considerati
complessivamente i due sottogruppi di trattamento, rispetto ai controlli. Al contrario, i
livelli di IL-10 erano inferiori nei pazienti affetti da CVID rispetto ai controlli sani.
Infine non vi erano differenze significative nei livelli di IL-2, IL-4 e IFN-y. Inoltre,
abbiamo riscontrato che considerando i1 soli pazienti treatment naive, 1 livelli della
maggioranza della citochine era comparabile a quelli dei controlli sani ad eccezione
della IL-10, 1 cui livelli erano significativamente inferiori nei pazienti con CVID

treatment naive rispetto ai controlli sani [61, 62].

I1 differente andamento dei livelli sierici di citochine nel gruppo dei pazienti in terapia
di mantenimento rispetto ai pazienti treatment naive ¢ verosimilmente correlato alle
condizioni cliniche del paziente (ad esempio infezioni ricorrenti, neoplasie,
manifestazioni inflammatorie e/o autoimmuni, etc.). Difatti, le variazioni
dell’espressione citochinica si rendono evidenti solo dopo numerose e continuate
somministrazioni di immunoglobuline, condizione che si verifica nei pazienti in terapia
di mantenimento. L’IL-6 e I’IL-8 sono in massima parte prodotte e secrete da cellule
monocito/macrofagiche, che stimolano, di conseguenza, la proliferazione e Ia
differenziazione dei linfociti B in linfociti B di memoria o plasmacellule [63, 64]. Al

contrario, IL-2 ed IL-4 sono prodotte prevalentemente da linfociti T [65].

La up-regulation dell’espressione di IL-6 ed IL-8 nei pazienti con CVID in terapia di

mantenimento potrebbe indicare un preminente coinvolgimento dei macrofagi, rispetto
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ai linfociti T, nella patogenesi della manifestazioni fisiopatologiche proprie della
CVID. In questo senso, riteniamo verosimile che gli effetti immunologici
dell’infusione  continuativa di  immunoglobuline  possano  concretizzarsi
nell’attivazione di linfociti Th2 e dei macrofagi, determinando di conseguenza un
incremento delle concentrazioni di IL-6 ed IL-8. L’incremento delle concentrazioni
sieriche di IL-6 ed IL-8 ¢ stata precedentemente descritta da Varzaneh et al. e da Ibanez
et al. [59, 66]. Inoltre, la persistente attivazione dei macrofagi, che sono la principale
fonte cellulare di IL-6 ed IL-8 ¢ stata parimenti descritta in una coorte di pazienti con

CVID gia in terapia cronica e continuativa con con immunoglobuline [67].

L’andamento dei livelli sierici di IL-10 ¢ strettamente correlato a quello dell’IL-2 e
dell’TL-4, che presentano una scarsa secrezione nei pazienti treatment naive,
verosimilmente in relazione alla disregolazione immunitaria della CVID ma sottoposta
a trattamento [68]. Difatti, la riduzione della produzione di IL-10 ad opera dei linfociti
T di pazienti affetti da CVID ¢ stata ampiamente descritta in precedenti studi

sperimentali [62, 69, 70].

In conclusione, possiamo asserire che i dati sperimentali sopra descritti e discussi,
dimostrano per la prima volte che i recettori per 1’adiponectina sono espressi in maniera
differenziale, rispetto ai controlli sani, ¢ che la loro espressione tende a ritornare
parzialmente verso condizioni fisiologiche dopo la prima terapia sostitutiva con
immunoglobuline umane polivalenti. La peculiarita e la rilevanza fisiopatologica del
ruolo svolto dall’adiponectina nella CVID trova riscontro nell’osservazione che le

concentrazioni sieriche di leptina ed altre citochine indagate negli esperimenti effettuati
32



non si modifica dopo I’inizio della terapia sostitutiva in pazienti con CVID treatment
naive. Ulteriori studi saranno necessari per chiarire ulteriormente 1 meccanismi
molecolari che sottendono gli effetti biologici mediati dall’adiponectina nella
patogenesi della disregolazione immunitaria e delle manifestazioni cliniche della

CVID.
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Tabella 1

Caratteristiche biochimiche ed antropometriche di pazienti con CVID in terapia di manteniment e

treatment naive rispetto a controlli sani. [/ risultati sono espressi come medie (deviazione standard).
[ risultati statisticamente significativi sono in grassetto].

Controlli Pazienti CVID in p-value Pazienti CVID | p-value
terapia di treatment naive
mantenimento
Genere M/F 14/14 12/12 10/8
Eta (anni) 42.67 (15) 45.29 (14.86) 0.53 41.44 (16.18) 0.42
BMI (Kg/m®) | 24.36 (2.74) 25.19 (4.45) 0.45 24.51 (4.47) 0.65
Colesterolo | 59 ¢g 43.17) | 161.41 (41.21) 0.002 158.37 (2833) | 0.87
totale (mg/dl) ' ' ' ' ) ' ' '
Trigliceridi 1 o5 56 (45.25) 95.16 (35.80) 0.97 94.66 (56.52) 0.97
(med) . . . . : 66 (56. .
Glucosio 87.29 (13.86) 80.29 (15.31) 0.09 82.06 (10.79) 0.69
el . . . . . 06 (10. .
IeG (mg/dl) - 224.79 (97.56) i 236 (185 | <0.0001
IeA (mg/dl) - 12.41 (13.99) i 0.11 (0.13) 0.0006
IeM (mg/dl) - 23.75 (47.88) i 0.31 (0.38) 0.07
Proteine totali
rotete Wl 17 30.62) 6.48 (0.59) 0.001 6.01 (0.54)
(e/dl)
Sideremi
ideremia 95.59 (34) 68.79 (34.12) 0.01 55.75 (26.04) 0.20
(ng/d)
Fibrinogeno 331.54 (99.66) 301.81 (66.44) 0.30
e . . 81 (66. :
Protei
roteina C ] 0.678 (0.78) i 221 (2.87) 0.02
reattiva
VES (mm/h) - 10.16 (9.75) i 8.40 (4.83) 0.59
Adiponectina |\ ¢ 24) 15.96 (3.63) 0.03 6.53 (6.19) | <0.0001
(o) 17 (8. 96 (3. . 53 (6. .
Leptina
9.49 (3.59 8.38 (3.75 0.28 8.32 (3.29 0.95
o (359 (3.75) (329)
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Tabella 2

Caratteristiche antropometriche e biochimiche di pazienti con CVID treatment naive prima e 24 ore
dopo la prima infusione di immunoglobuline per via endovenosa. [I risultati sono espressi come

medie (deviazione standard). I risultati statisticamente significativi sono in grassetto].

Pazienti CVID Pazienti CVID treatment p-value
treatment naive naive — 24 ore dopo la
prima infusion di Ig
Genere M/F 10/8 - -
Eta (anni) 41.44 (16.18) - -
BMI (Kg/m?) 24.51 (4.47) - -
Colesterolo totale
158.37 (28.33 - -
(mg/dl) ( )
Trigliceridi (mg/dl) 94.66 (56.52) - -
Glucosio (mg/dl) 82.06 (10.79) - -
IgG (mg/dl) 2.36 (1.85) 7.99 (2.83) <0.0001
IgA (mg/dl) 0.11 (0.13) 0.12 (0.15) 0.78
[gM (mg/dl) 0.31 (0.38) 0.33 (0.35) 0.87
Proteine totali (g/dl) 6.01 (0.54) - -
Sideremia (pg/dl) 55.75 (26.04) - -
Fibrinogeno (mg/dl) 301.81 (66.44) - -
Proteina C reattiva 2.21(2.87) - -
VES (mm/h) 8.40 (4.83) - -
Adiponectina (pg/ml) 6.53 (6.19) 13.93 (9.22) 0.007
Leptina (ng/ml) 8.32 (3.29) 9.01 (4.88) 0.62
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Figura 1

Concentrazioni sieriche di leptina (1A), adiponectina (1B) e rapporto
adiponectina/leptina (1C) in pazienti con CVID freatment naive in condizioni basali e
24 ore dopo la prima somministrazione di immunoglobuline, ed in controlli sani. |
risultati rappresentano la media (+ la deviazione standard) derivata per ogni paziente

da 3 esperimenti indipendenti, realizzati in triplicato. *p<0.05
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Figura 2

L’espressione di AdipoR1 ed AdipoR2 ¢ maggiore nelle sottopopolazioni linfocitarie
di pazienti con CVID ftreatment naive rispetto a controlli sani. Tale espressione di
reduce 24 ore dopo la prima somministrazione di immunoglobulin. (A-C) Percentuale
di cellule positive a AdipoR1, AdipoR2 e T-caderina sulla superficie cellulare di
sottopopolazioni linfocitarie (linfociti B CD19+, linfociti B CD19+CD27+, linfociti
NK CD3-CD56+ e monociti CD14+) da controlli sani e da pazienti con CVID
treatment naive prima e 24 ore dopo la prima somministrazione di immunoglobuline.
Risultati ottenuti da 2 esperimenti indipendenti realizzati mediante citofluorimetria a

flusso, realizzati in triplicato. *p<0.05.
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Figura 3

Percentuale di cellule positive per AdipoR1 ed AdipoR2 nelle varie popolazioni
linfocitarie (linfociti B CD19+, linfociti B CD19+CD27+, linfociti NK CD3-CD56+ e
monociti CD14+), in controlli sani ed in pazienti con CVID treatment naive a varie
tempistiche (prima della prima infusione di immunoglobuline e 24 ore, 7, 14 € 21 giorni
dopo). Risultati ottenutti da 2 esperimenti indipendenti realizzati mediante

citofluorimetria a flusso, realizzati in triplicato. *p<0.05.
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Figura 4

I livelli sierici di IL-6, IL-8 e TNF-a sono superiori nei pazienti con CVID rispetto ai

controlli. Tali concentrazioni non sono modificate significativamente dopo terapia con

immunoglobuline. Un test ELISA ¢ stato effettuato per quantificare 1 livelli sierici di

varie citochine in pazienti con CVID in terapia di mantenimento, in pazienti con CVID

treatment naive prima e 24 ore dopo la prima somministrazione di immunoglobiline,

ed in controlli sani. Risultati ottenuti da 2 esperimenti indipendenti realizzati mediante

citofluorimetria a flusso, realizzati in triplicato. *p<0.05.
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Figura §

Livelli sierici di IL-6, IL-4, 1L-2, IL-8, IL-10, INF-y ¢ TNF-a in pazienti con CVID e
controlli sani. Il test ELISA ¢ stato effettuato per valutare le concentrazioni di sieriche
delle suddette citochine in controlli sani, pazienti con CVID in terapia di mantenimento
ed in pazienti treatment naive a varie tempistiche rispetto alla prima infusione di
immunoglobuline (prima, 24 ore, 7, 14 e 21 giorni dopo). Risultati ottenuti da 2
esperimenti indipendenti realizzati mediante citofluorimetria a flusso, realizzati in

triplicato. *p<0.05.
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