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INTRODUZIONE

1. I neutrofili

I granulociti, effettori primari della difesa innata, si sviluppano nel midollo osseo da
cellule staminali ematopoietiche multipotenti e rivestono un ruolo cruciale nella risposta
infiammatoria, sia in presenza di agenti patogeni microbici che in processi autoimmuni.t
Questi leucociti specializzati si distinguono in tre sottotipi distinti: neutrofili, eosinofili e
basofili. Attraverso un processo graduale di differenziazione ciascuno di questi tre tipi di
cellule acquisisce caratteristiche e funzioni specifiche, divergendo verso il proprio stadio

finale di maturazione.z™*

I neutrofili hanno un ruolo cruciale nella difesa dell’organismo attraverso diverse funzioni
come la chemiotassi, la fagocitosi, il rilascio dei granuli citoplasmatici e la formazione
dei Neutrophil Extracellular Traps (NETSs). Le disfunzioni della chemiotassi e della
fagocitosi o il mandato rilascio di granuli possono causare una maggiore suscettibilita alle
infezioni, mentre un'eccessiva attivazione dei neutrofili puo contribuire allo sviluppo di

malattie autoimmuni e infiammazioni croniche. °

1.1.  Valori di riferimento dei neutrofili

Il numero assoluto di neutrofili (NA) ¢ pari alla quota percentuale calcolata sul totale dei
leucociti.® In un individuo adulto sano caucasico il valore normale di NA ¢& superiore a

1.5/1.8 x 10° cellule/L, in accordo alle due pitt comuni fonti internazionali. 7*

Oltre alla variabilita interindividuale, il NA di neutrofili ¢ influenzato anche dall’etnia.’
Di fatto 1 valori di leucociti e neutrofili delle popolazioni di origine africana, e non solo,
sono minori rispetto a quelli delle popolazioni caucasiche, con valori compresi tra 0.4 x
10° cellule/L e 0.8 x 107 cellule/L. °!° Nonostante questa grande variabilita di valori tra
le diverse popolazioni, non ¢ stata riscontrata una correlazione significativa tra valori di

neutrofili piu bassi e maggior tasso di infezioni. !

Il limite soglia per definire la neutropenia & di 1.0 x 10 cellule/L nei neonati entro il
primo anno di vita e di 1.5 x 10° cellule/L nei bambini oltre I’anno di eta. Nei neonati
pretermine (nati tra la ventottesima e la trentaseiesima settimana di gestazione) e durante
la prima settimana di vita la soglia di normalitdi & pari a 2.5 x 10° cellule/L.
Negli early preterm (nati prima della ventottesima settimana di gestazione) si parla di

neutropenia quando i valori scendono al di sotto di 1.0 x 10° cellule/L."



2. Le neutropenie

La neutropenia ¢ una condizione patologica caratterizzata da una conta dei neutrofili nel

sangue inferiore alla soglia minima specifica per eta ed etnia.

Come precedentemente riportato, alcune etnie, come quella africana, presentano
fisiologicamente una conta di neutrofili inferiore rispetto alle popolazioni caucasiche;
questo fenomeno ¢ noto come DARC/ACKRI associated neutropenia, per sottolineare
I’associazione a un particolare polimorfismo del recettore delle chemochine
DARC/ACKRI. Infatti, una variante del gene di tale recettore ¢ strettamente legata a un

minor numero di neutrofili negli individui di origine africana. '

Studi sulla distribuzione geografica delle varianti del polimorfismo Duffy hanno
evidenziato la sua importanza nella patogenesi di diverse malattie infettive, in particolare
nell'infezione da Plasmodium Vivax. In Africa centrale I'antigene Duffy ¢ stato soggetto a
selezione positiva, poiché il parassita Plasmodium Vivax utilizza questo antigene per
entrare nei globuli rossi. La mancanza dell'antigene Dufty, indicata come fenotipo Duffy-
null Fy(a-b-), ha garantito nel corso dell’evoluzione una protezione dall'infezione e un

vantaggio evolutivo. !?

L'assenza dell'antigene Duffy, identificata come fenotipo Fy(a-b-), ¢ stata associata alla
neutropenia. Diversi studi hanno evidenziato che gli individui con fenotipo Duffy-null
Fy(a-b-) presentano una NA inferiore rispetto a quelli con fenotipo Duffy-positivo 14! |
sebbene il meccanismo molecolare non sia ancora completamente compreso; ¢ possibile
che la mutazione del gene DARC causi un'alterazione nelle chemochine, portando a una

redistribuzione dei neutrofili nel midollo osseo.'®

Pertanto, la DARC/ACKRI1 associated neutropenia ha una distribuzione geografica
specifica, prevalente tra gli individui di origine africana e alcuni gruppi etnici del Medio
Oriente.!”!® Oltre alle popolazioni africane, anche altri gruppi presentano valori di
leucociti e neutrofili inferiori alla media caucasica. Tra questi troviamo soggetti ebrei

yemeniti e Falasha, Indo-occidentali, Giordani arabi e Beduini neri. >



2.1.  Classificazione delle neutropenie

La neutropenia pud essere classificata in base a diversi criteri.
Dopo il primo anno di vita, nell’ambito della popolazione caucasica, ¢ possibile

suddividere la neutropenia in tre diverse categorie, determinate in base al NA:

1. Neutropenia lieve, se i neutrofili circolanti sono compresi tra 1.0 e 1.5 x 10° cellule/L;
2. Neutropenia moderata, se i neutrofili circolanti sono compresi tra 0.5 ¢ 1.0 x 10’

cellule/L;

3. Neutropenia grave, se i neutrofili circolanti sono inferiori a 0.5 x 10° cellule/L.

Valori di NA inferiori a 0.2 x 10° cellule/L sono correlati a un elevato rischio di infezioni

gravi; in questo caso si parla di agranulocitosi.

In base alla durata temporale, la neutropenia puo essere classificata in forma acuta e forma
cronica: la neutropenia acuta ¢ caratterizzata da una conta dei neutrofili inferiore alla

norma per meno di 3 mesi, mentre la neutropenia cronica persiste per piu di 3 mesi.?

La neutropenia acuta ¢ spesso causata da reazioni avverse ai farmaci o da malattie
infettive acute, che possono ridurre il numero di neutrofili circolanti nel sangue e nel
midollo osseo.?! Questo fenomeno, pur essendo comune, talvolta sfugge alla rilevazione
durante le fasi acute o di convalescenza delle infezioni virali. In ogni caso, spesso, le

forme acute post-infettive sono transitorie. 2>

La neutropenia cronica ¢, di norma, persistente; il paziente ¢ a rischio elevato di
sviluppare infezioni batteriche invasive, come infezioni cutanee, polmoniti e setticemie.
E interessante notare che tali siti di infezione non presentano pus, poiché questo liquido
¢ principalmente costituito da leucociti neutrofili in via di decomposizione, notoriamente

bassi o assenti nei pazienti con neutropenia.?’

2.1. Le neutropenie croniche

In linea con la pili recente classificazione internazionale?*, le neutropenie croniche
vengono suddivise in congenite e acquisite. Recentemente é stata introdotta una nuova
categoria, nota come Likely Acquired, che comprende forme pediatriche di lunga durata

0 ad insorgenza tardiva e le forme idiopatiche degli adulti.



2.1.1. Le neutropenie congenite

Le neutropenie congenite rappresentano un ampio insieme di disturbi che si
caratterizzano per un’anomala produzione, differenziazione e sopravvivenza dei
neutrofili nel midollo osseo e sono dovute ad una variante genetica che ne determina il
mancato sviluppo. Tipica, in questi casi, ¢ I’insorgenza precoce della neutropenia e

’elevata suscettibilita alle infezioni.?>*°

La neutropenia congenita puo essere ulteriormente suddivisa in neutropenia isolata o

associata a manifestazioni extra-ematologiche.?*

Le forme congenite isolate mostrano diversi pattern di ereditarieta: si riconoscono forme
autosomiche recessive, autosomiche dominanti, X-linked, mutazioni de novo o forme
correlate a malattie mitocondriali. Le due forme piu frequenti di neutropenia ereditaria
sono la neutropenia congenita grave e la neutropenia ciclica, entrambe causate da

alterazioni del gene ELANE.?’

La neutropenia congenita grave & considerata il paradigma della neutropenia congenita.?®
Originariamente veniva identificata come Sindrome di Kostmann ma, piu recentemente,

la scoperta del gene causativo HAX-1 ha permesso di distinguere le due patologie.?**’

3031 Kostmann descrisse un tratto autosomico recessivo

Nel suo lavoro originale
caratterizzato da una grave neutropenia e da un blocco nella maturazione delle cellule nel
midollo osseo a cui, inizialmente, diede il nome di “reticolocitosi ereditaria”, che poi
perfeziond in “agranulocitosi infantile ereditaria”.3?> La prognosi della sindrome descritta
da Kostmann era pessima ma, con 1’avvento dell'uso di antibiotici e di G-CSF, ¢

migliorata notevolmente. 23

La neutropenia ciclica, nota anche come ematopoiesi ciclica, ¢ una condizione genetica
ereditaria che si manifesta con oscillazioni regolari della conta dei neutrofili nel sangue
periferico. Queste oscillazioni avvengono con una frequenza di circa ventuno giorni, con
un nadir (ovvero il punto piu basso) vicino allo zero ed un picco vicino alla norma.
Durante il periodo di nadir neutropenico, che ha una durata di circa tre o quattro giorni,
possono verificarsi infezioni gravi tra cui stomatiti aftose, parodontiti e, occasionalmente,

sepsi. 33

E cruciale evidenziare 'esistenza di varie forme aggiuntive di neutropenia cronica, che

possono essere correlate a sindromi extra-ematologiche, a sindromi da



immunodeficienza, a disturbi metabolici

sintetizzate nella Tabella 1.

Tabella 1: Classificazione delle Neutropenie Congenite.

o0 a deficit midollari. Tali forme sono state

Tratto da Fioredda et al (2023).

Gene Modalita di | Caratteristiche principali
coinvolto trasmissione
Associate a manifestazioni extra-ematologiche
Sindrome di TAZ X-linked Nessun arre.sto dl. maturazione, cardiomiopatia ipertrofica e
Barth sindrome miopatica
Charcot-Marie- DNM?2 AD Debolezz.a [ at.roﬁ.a muscolare degli arti distali secondaria a
Tooth neuropatia periferica
Sindrome di Assenza di arresto maturativo, ritardo psicomotorio,
VPS13B AR microcefalia, facies caratteristica,
Cohen . . e . . . .
ipotonia, lassita articolare, distrofia retino-coroidale e miopia
Mutazione Iperelasticita cutanea e reticolo venoso superficiale prominente,
G6PC3 G6PC3 AR cardiopatie congenite, aritmie, criptorchidismo e pancreatite
esocrina
Eventuale arresto della maturazione, linfopenia, aumento del
Mutazione GFI1 GFI1 AD numero di cellule
mieloidi periferiche, anomalie anatomiche dell’orecchio interno
Deficit HYOU1 HYOU1 AR Ipoglicemia e complicanze infiammatorie
Mutazione Eventuale arresto della maturazione, anomalie ossee ¢ dentali,
JAGNI1 AR . K R .
JAGNI disfunzione esocrina pancreatica
Malattia di Arresto maturativo, ritardo mentale, convulsioni e suscettibilita
HAX1 AR . . K . . L
Kostmann a sindrome mielodisplastica/leucemia acuta mieloide
. . Neutropenia cronica, ipogammaglobulinemia, assenza di arresto
Mutazione di :
P14/LAMTOR2 LAMTOR?2 AR maFuTatwo,
albinismo oculocutaneo
Sindrome di Mitocondriale . . Anemia sideroblastica refrattaria, vacuolizzazione dei precursori
. Mitocondriale . S .
Pearson Delezione DNA midollari e disfunzione
Displasia Displasia spondilo-epifisaria, immunodeficienza T e
immuno-ossea di SMARCALI1 AR glomerulonefrite
Schimke
Mutazione Arresto della maturazione e nefrite tubulointerstiziale
SEC61A1 SEC61A1 AD
Mutazione Sindrome displastica, deficit dei granuli specifici dei neutrofili,
SMARCD2 SMARCD2 AR diarrea cronica, anomalie ossee
Deficit granuli Neutrofili a nuclei bilobati
specifici dei CEBPE AR
neutrofili
Mutazione TCIRG1 AD Eventuale arresto della maturazione, angiomatosi cutanea
TCIRG1
Mutazione VPS45 AR lperp!asm.mlelmde, mielofibrosi, nefromegalia, ritardo mentale
VPS45 ed epilessia
Sindrome di Arresto di maturazione, diabete neonatale insulino-dipendente,
. EIF2AK AR displasia epifisaria, ritardo nella crescita, disfunzione epatica e
Wolcott-Rallison . X . .
renale, ritardo nello sviluppo e deficit del pancreas esocrino
Associata a immunodeficienza o immunodisregolazione
Deficit di Immunodeficienza combinata grave, vasculite, malattia
AQeno.sn.la. ADA2 AR cerebrovascolare, pure-red cell aplasia
deaminasi di tipo
2
l.nfjuzglri?emrzﬂ . FAS. FASLG, D Linfoproliferazione e citopenie autoimmuni
mtopr v CASP10
autoimmune
Slndromf: Qa Iper CDA40L X-linked Infezioni gravi, malattie autoimmuni e predisposizione tumorale
IgM di tipo I
Sindrome di Albinismo oculocutaneo, presenza di corpi inclusi perossidasi
1 . . LYST AR L. . .
Chédiak-Higashi negativi nei precursori midollari
Sindrome CLPB CLPB AR Cataratta e coinvolgimento neurologico
Linfoistiocitosi PRF 1., deficit di AR Febbre, epatosplenomegalia e citopenie
emofagocitica Perforina (FHL2),
=" UNCI13D
familiare
Sindrome GATA?2 GATA2 AD Monocitopenia, sordita e infezioni da HPV
.Smdrhorrhle.dl RAB27A AR Ipomelanosi e compromissione neurologica
Griscelli di tipo 1T




Sindrome di Albinismo
Hermansky- AP3Bl1 AR
Pudlak di tipo II
Disgnenesia AK2 AR Immunodeficienza combinata grave e sordita neurosensoriale
reticolare
. Neutropenia intermittente, monocitopenia, linfocitopenia T e B,
Mutazione STK4 STK4 AR difetto atriale e infezioni da HPV.
Sindrome di CXCR4 AD Assenza di arresto maturativo, mielocatessi, linfopenia,
WHIM cardiopatie congenite (Tetralogia di Fallot)
. . Eczema, trombocitopenia, infezioni gravi e diarrea
Sindrome di WAS X-linked sanguinolenta
Wiskott-Aldrich
TNFSRF13, Infezioni recidivanti, ipogammaglobulinemia e citopenie
CVID BAFFR, CTLA4, AD, AR autoimmuni, inclusa neutropenia
LRBA, PI3K

Associate a disordini metabolici

o deficit nutrizionali

Malattlz} Q1 GBA AR Epatosplenomegalia, trombocitopenia e lesioni osteolitiche
Gaucher di tipo |
Deficit di Epatomegalia, IBD e ipoglicemia da digiuno
glicogeno SLC37A4/G6PTI AR
sintetasi di tipo Ib
Acidemia Chetoacidosi neonatale, ritardo di crescita, letargia, rifiuto di
. . VD AR . .
isovalerica alimentazione
Acidemia Letargia, deficit di crescita, vomito incoercibile, ipotonia,
. . MMUT AR . . . .
metilmalonica epatomegalia e ritardo di crescita
Ac@emla PCCB, PCCA AR Letargia, ca.rdlomlopatla, difficolta nell’alimentazione ed
propionica encefalopatia acuta
Deficit di Ritardo di crescita, diarrea, vomito, letargia e ulcerazione
transcobalamina TCN2 AR mucosa
11
Associate a deficit midollari
Geni implicati Malformazioni congenite e predisposizione tumorale
Anemia di nella riparazione .
Franconi del DNA e nella AR, X-linked
stabilita genomica
Sindrome atassia Insufficienza surrenale, malformazioni congenite, atassia
. . SAMDY9/SAMDIL AD . .
€ pancitopenia cerebellare, gravi infezioni
Mutazione SRP54 SRP54 AD A'rresto.maturatwq, grave rltar'do del neurosviluppo e
disfunzione esocrina pancreatica
DKC1 Fibrosi epatica, fibrosi idiopatica polmonare e predisposizione
hTR, TERT, tumorale
TINF2, DKC1 .
Disordini ACD, PARN X-grged
telomerici TERT, NHP2,
NOP10 AR
WRAP53,
NOLA3, TCBI,
RTELIL, CTC1
USBI (Sindrome Retinopatia, ritardo di crescita, dismorfismi faciali e
Sintesi del di Clericuzio, AR poichilodermia
snRNA U6 poichilodermia
ereditaria)
Ribosomopatie
RPS7, RPS 10, AD Ipoplasia eritroide, malformazioni congenite, ritardo di crescita,
RPS15, RPS17, osteosarcoma, leucemia acuta mieloide
RPS19, RPS24,
RPS26, RPS27,
RPS27a, RPS28,
RPS29, RPLY,
Anemia di RPL11,C RPL15,
Diamond- RPL18, RPL26,
Blackfan RPL27, RPL31,
RPL35a
GATA1 X-Linked Anemia ad insorgenza precoce, trombocitopenia e ipoplasia
EPO AR eritroide midollare
TSR2, HEATR3 X-linked, AR Ipoplasia eritroide, dismorfismi faciali, bassa statura e disabilita
intellettiva
Ipoplasia Trico- Nanismo e altre anormalita scheletriche, condrodisplasia
L RMRP AR . R L L ..
Cartilaginea metafisaria, lassita legamentosa, deficit immunitario, calvizie
. . Neutropenia lieve, disgranulopoiesi, lieve dismegacariopoiesi,
Sindrome di . .. . . . . .
SBDS, ELF1, diseritropoiesi, deficit pancreatico esocrino, displasia
Shwachman- AR . i o . ",
Diamond DNAJC21 metafisaria, ritardo cognitivo, cardiomiopatia, anormalita a

capelli, pelle e denti




2.1.2. Le neutropenie acquisite

Le neutropenie acquisite costituiscono un'entitd clinica eterogenea, derivante da una

pluralita di fattori eziologici. **

Tra le forme primarie si distinguono le neutropenie immunomediate e quelle non

immunomediate. ¥

Le neutropenie immunomediate, o neutropenie autoimmuni (NAI), sono caratterizzate da
una riduzione della NA nel sangue, concomitante alla presenza di anticorpi anti-neutrofilo
nel siero del paziente. Le manifestazioni cliniche della NAI possono variare notevolmente
da forme asintomatiche a forme gravi, seppur in quota minoritaria.’
Le neutropenie non immunomediate sono contraddistinte da una riduzione della NA in

assenza di anticorpi specifici. 2

Le forme acquisite secondarie includono numerose manifestazioni: neutropenie

secondarie a infezioni, farmaci o a deficit nutrizionali.®

La classificazione delle neutropenie acquisite ¢ riassunta in tabella 2.

Tabella 2: Classificazione delle neutropenie acquisite. Tratto da Fioredda et al (2023).

Neutropenie primarie
La neutropenia rappresenta il tratto predominante nel quadro clinico, spesso é isolata

Anticorpo mediata Autoimmune primaria
Alloimmune primaria

Non anticorpo mediata Neutropenia idiopatica dell’infanzia
Neutropenia idiopatica cronica nell’adulto

Neutropenie secondarie
La neutropenia é associata o causata da altre condizioni patologiche

Splenomegalia Splenomegalia congestizia, infiltrativa, fagocitica e reattiva
Infezioni Virali HIV, HCV, HBV, CMV, EBYV,
Influenza, Parvovirus B19,
Morbillo, Sars-Cov-2

Batteriche Salmonella, Brucella,
Rickettsia, Mycobacterium,
H. Pylori
Parassitarie Plasmodium spp,
Leishmaniosi viscerale
Fungine Istoplasmosi
Malattie autoimmuni Organo specifiche Patologie tiroidee, malattie

inflammatorie intestinali e
cirrosi biliare primaria
Sistemiche Lupus eritematoso sistemico,
sindrome di Felty,

sindrome di Sjogren

Carenze nutrizionali Vitamina B12, acido folico, ferro, rame e deficit calorico
Disturbi immunoregolatori Immunodeficienza comune variabile, sindrome linfoproliferativa
autoimmune (ALPS), malattie ALPS-simili, linfoistiocitosi
emofagocitica e sindrome da attivazione macrofagica

10



Patologie ematologiche

Primarie

Anemia aplastica

Clonali

Leucemie mieloidi e linfoidi,
inclusa la leucemia linfocitica
granulare

Farmaci

Chemioterapici

Non chemioterapici

Analgesici e FANS, antibiotici,
diuretici, antiretrovirali,
antitiroidei, clozapina,
deferiprone, fenotiazine,
anticorpi monoclonali e terapie
biologiche

Likely Acquired

Nei bambini/adolescenti, quando la neutropenia si manifesta o persiste oltre i 5 anni di eta in presenza
o0 in assenza di anticorpi specifici contro i neutrofili, la definizione di neutropenia a insorgenza tardiva
e di lunga durata puo essere appropriata. Articoli recenti hanno identificato questa neutropenia
atipica come un epifenomeno di disregolazione immunitaria con caratteristiche
biochimiche/immunologiche tipiche e la presenza di varianti nei geni che regolano l'immunita.
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3. Le neutropenie immunomediate

Nel processo diagnostico di NAI la positivita agli anticorpi anti-neutrofilo (o anti-
granulocita) ¢ un requisito essenziale per definirne la diagnosi: i diversi tipi di neutropenia
autoimmune sono caratterizzati dalla presenza di anticorpi diretti contro gli antigeni di

superficie dei neutrofili.

Gli anticorpi anti-neutrofilo interferiscono con la maturazione e la funzione dei

neutrofili.’’

Si distinguono tre forme di neutropenia immunomediata: la neutropenia alloimmune, la

neutropenia autoimmune primaria e la neutropenia autoimmune secondaria. ¥

3.1.  Anticorpi anti-neutrofilo

Gia agli inizi del XX secolo si osservo che 1 sieri di alcuni pazienti inducevano

l'agglutinazione dei leucociti di altri individui.*

Studi successivi hanno dimostrato che l'infusione di anticorpi anti-granulociti di coniglio
in cavie sane causava neutropenia, dovuta alla fagocitosi dei granulociti opsonizzati da
parte dei macrofagi splenici e midollari. **#! Tuttavia la prima descrizione formale

dell’antigene granulocita-specifico risale al 1960, ad opera di Lalezari et al *?

. Questo
antigene fu descritto nel contesto della neutropenia neonatale alloimmune.*
L'analisi in vitro ha permesso di chiarire i meccanismi fisiopatologici alla base
dell'eliminazione dei neutrofili in questa condizione. Gli anticorpi anti-neutrofilo
inducono I'agglutinazione dei neutrofili mediata dal complemento e la loro fagocitosi. Nei
pazienti con NAI, la fagocitosi splenica ¢ il principale meccanismo di rimozione dei
neutrofili opsonizzati dalla circolazione *, sebbene altri siti fagocitari possano essere
coinvolti. Studi con radiomarcatura con Indio ('!'In) hanno dimostrato I'eliminazione dei
neutrofili da parte di numerosi tessuti contenenti cellule fagocitarie.*’ Inoltre gli anticorpi
anti-granulocita possono influenzare la mielopoiesi nel midollo osseo, contribuendo alla

neutropenia. 4

Gli anticorpi anti-neutrofilo, prevalentemente di classe IgG, si legano ad antigeni specifici
espressi sulla superficie dei neutrofili.** Gli antigeni sono designati dalla sigla HNA,
acronimo di Human Neutrophil Alloantigens, per evidenziare la loro presenza sui

neutrofili. La glicoproteina ¢ indicata da un numero; per esempio, il recettore Fcylllb

12



(FcyRIIIb) ¢ noto come HNA-1. I vari polimorfismi della stessa glicoproteina sono
identificati alfabeticamente, seguendo 1'ordine cronologico di scoperta (HNA-1a, HNA-

1b, eccetera).*?

Sono state descritte cinque classi di HNA (tabella 3), espressi con frequenza variabile
nelle diverse popolazioni.*’*8 Nella maggior parte dei pazienti affetti da neutropenia
immunomediata gli anticorpi appartengono alla classe 1 e sono diretti contro antigeni

localizzati sul recettore FcglIIB.

Tabella 3:Principali antigeni dei neutrofili umani (HNA) - Tratto da Farruggia P et al (2016).

Glicoproteina Antigene

HNA-1a

HNA-1b

FcRIIIb (CD16b) e
HNA-1c

HNA-1d

Gp 58-64 (CD177) HNA-2a

HNA-3a
Choline transporter-like protein 2

HNA-3b

HNA-4
CDl11b

HNA-4

HNA-5
CDlla

HNA-5bw

3.2.  Metodi di identificazione degli anticorpi anti-HNA

L'identificazione degli anticorpi anti-HNA riveste un ruolo cruciale nella diagnostica
dell'AIN #; tuttavia tale determinazione presenta notevoli difficolta, ostacolando la

diagnosi precisa e la gestione efficace della malattia.>

Attualmente 1 test di riferimento per la ricerca degli anticorpi anti-HNA includono il test

diretto di agglutinazione sui granulociti (Granulocyte Agglutination Test o GAT) e il test

indiretto di immunofluorescenza (Granulocyte Immunofluorescence Test o GIFT). Il

GAT, utilizzato per rilevare gli anticorpi anti-HNA, tende a generare molti falsi
51,52

positivi®~; il test GIFT, impiegato per identificare gli anticorpi specifici per i granulociti

nel siero del paziente presenta, invece, un'alta incidenza di falsi negativi.>
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Durante il test diretto (figura 1), o GAT, il processo di agglutinazione € un processo attivo
indotto dagli anticorpi IgG che si sviluppa in due fasi: inizialmente gli anticorpi anti-
HNA, presenti nel siero del paziente, si legano agli antigeni presenti sui neutrofili;
successivamente i neutrofili sensibilizzati sono soggetti a chemiotassi e, legandosi ad altri
neutrofili, formano aggregati microscopici. >3

Figura 1: Test diretto (GAT) per la ricerca di anticorpi anti-HNA. Tratto da Moignet A et al. La Presse Médicale
(2014)
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Durante il test indiretto (figura 2), o GIF'T, i neutrofili, prelevati da donatori, sono incubati
con il siero del paziente per 30 minuti a temperatura ambiente. Successivamente sono
marcati con frammenti di IgG coniugati a molecole fluorescenti; il legame degli anticorpi

viene valutato utilizzando la tecnica della citometria a flusso.>*

Figura 2: Test indiretto (GIFT) per la ricerca di anticorpi anti-HNA. Tratto da Moignet A et al. La Presse Médicale
(2014).
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E stato dimostrato che la combinazione dei due test, diretto ed indiretto, costituisce il
metodo piu efficace per individuare gli anticorpi granulocitari®. Questa combinazione

sinergica offre una maggiore sensibilita e specificita nella diagnosi.**°

14



Un’altra valida alternativa ¢ il test MAIGA (Monoclonal Antibody Immobilisation of
Granulocyte Antigens) *’, una tecnica che consente di stabilire contemporaneamente la
specificita degli anticorpi verso una gamma di antigeni. °® A differenza di GIFT e GAT,
che impiegano i neutrofili per identificare gli anticorpi, il test MAIGA individua
esclusivamente gli anticorpi che si legano a specifiche glicoproteine della membrana dei
granulociti, fornendo risultati piu precisi. ** Tuttavia quest’ultimo ¢ un test tecnicamente
complesso che richiede molto tempo, poiché necessita di un gran numero di neutrofili da
esaminare. I neutrofili, inoltre, sono difficili da manipolare in vitro, dato che sono cellule

relativamente fragili e hanno una sopravvivenza mediana in vivo di circa sette ore.>?
3.3.  Laneutropenia alloimmune

Le prime segnalazioni di casi sospetti di agranulocitosi immunomediata tra fratelli furono
riportate negli anni '50 >”*°, ma fu solo nel 1960 che Lalezari et al evidenziarono per la
prima volta la presenza di anticorpi materni responsabili di grave neutropenia,
denominando tale condizione "neutropenia neonatale isoimmune", oggi nota come

Neutropenia Alloimmune Neonatale (Neonatal Alloimmune Neutropenia, NAIN).*?

La NAIN rappresenta una condizione di rara incidenza, ma con potenziali conseguenze
gravi per lo sviluppo fetale e del neonato. Il processo eziopatogenico alla base ¢
rappresentato dalla sensibilizzazione materna agli antigeni paterni presenti sulle cellule
dei neutrofili fetali. Gli anticorpi anti-HNA vengono trasportati attraverso la placenta
legandosi ai neutrofili fetali. Questo legame ha conseguenze significative sulla
granulocitopoiesi e sulla salute del neonato ®°, compromettendo la capacita del suo

sistema immunitario di difendersi dalle infezioni batteriche.®!

Secondo diversi studi la maggior parte dei casi di NAIN ¢ attribuibile ad alloanticorpi
materni diretti contro I'HNA-1, ovvero l'antigene neutrofilo piti immunogenico.®*% La
presenza di tali anticorpi puo portare a una grave neutropenia, con potenziali esiti avversi
quali polmonite, meningite, infezioni cutanee, sepsi €, nei casi pit gravi, il decesso.®*%
Dal punto di vista terapeutico il trattamento antibiotico risulta essere spesso sufficiente;
quello con G-CSF ¢ altamente efficace nell'aumentare il numero di neutrofili entro pochi
giorni e puo essere preso in considerazione soprattutto per i neonati colpiti da infezioni

- 61,6566
gravi.” >
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3.4. Laneutropenia autoimmune primaria

La neutropenia autoimmune primaria (Primary Autolmmune Neutropenia, pNAI) ¢ un
raro disordine della prima infanzia, con incidenza di 1/100000. Di solito ¢ diagnosticata

durante i primi mesi di vita (5-15 mesi).*¢

Nonostante 'alta prevalenza di neutropenia al momento della diagnosi (0.5-1.0 x 10°
cellule/L), il decorso clinico ¢ generalmente non complicato. Di norma il midollo osseo
¢ in grado di produrre un adeguato numero di neutrofili in risposta all'infezione, il che
potrebbe spiegare l'incidenza piuttosto bassa (12-20%) di infezioni gravi nei neonati con
pNAL667:68

Infatti la gravita della neutropenia, che si traduce clinicamente nel tasso di infezioni,
dipende dalla capacita del midollo osseo di veicolare i neutrofili ai tessuti piuttosto che

dai livelli di NA in quanto tali.’%

La produzione di anticorpi anti-HNA ¢ un elemento fondamentale nella patogenesi della
pNAI Gli anticorpi anti-HNA sono principalmente diretti contro HNA-1 e HNA-4."!
L'origine e la patogenesi di questi autoanticorpi rimangono incerte. Tuttavia ¢ possibile
che siano associati ad una serie di meccanismi, tra cui il mimetismo molecolare di alcuni
antigeni microbici, le alterazioni di antigeni endogeni in seguito all'esposizione a farmaci,
l'espressione aumentata o aberrante di antigeni HLA o la perdita dell'attivita soppressiva

nei confronti dei linfociti autoreattivi.”?

L'analisi dell'aspirato midollare rivela una funzione cellulare staminale normale e
un'elevata frequenza di progenitori differenziati. Tale aspetto ¢ evidenziato da un
significativo aumento delle proporzioni di cellule CD34+ nella citofluorimetria e da un
incremento del numero di unita formanti colonie granulocitiche-macrofagiche (CFU-
GM) nelle cellule mononucleate del midollo osseo. In aggiunta, nei pazienti affetti da
pNAI, la funzione stromale del midollo osseo risulta normale, in quanto ¢ in grado di
supportare 1'emopoiesi fisiologica. Pertanto i1 pazienti con pNAI grave e resistente
possono essere considerati candidati idonei per il trapianto di cellule staminali autologhe

dopo adeguata immunosoppressione. 7>

Negli ultimi anni diversi studi %7174 hanno descritto coorti di pazienti affetti da
neutropenia autoimmune, con risultati complessivamente sovrapponibili (riassunti in

tabella 4).
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Tabella 4: Caratteristiche di diverse coorti di pazienti affetti da pNAL

N° Durata NP
Eta diagnosi | % Femmine | Inf. Gravi | Risoluzione
pz (mesi)
Lalezari 1986 121 8 (3-30) 60% -- 95% 20
Bux 1998 240 8 (5-15) 54% 12% 80% 7-24
Bruin 1999 21 -- -- No 86% 30 (16-52)
Chung 2004 24 9 50% 10% 55% a3 aa 28.6
100%
Wang 2009 55 9,8 45% No ) 12.7 (13-44)
(di 24 pz)
100 %
Sella 2010 72 10 (0-42) 37% 15% ) 4.4 (0.5-30)
(di 53 pz)
Audrain 2011 116 16 (3-59) 48% -- -- --
Farruggia 2015 157 8 (0-54) 36% 9.6 % 90% a 5 aa 15.6

In sintesi la maggior parte dei pazienti affetti da pNAI presenta una giovane eta di esordio
(7-8 mesi) e una risoluzione della condizione entro i 36 mesi dalla diagnosi. Il fenotipo

clinico ¢ generalmente lieve, con una bassa incidenza di infezioni gravi (circa 10-15%).
3.5. La neutropenia autoimmune secondaria

Le neutropenie autoimmuni secondarie (sNAI) sono associate ad altre patologie
concomitanti. La condizione di neutropenia si manifesta in una coorte di pazienti affetti
da malattie autoimmuni, condizioni ematologiche, tumori solidi o sindromi da deficit

immunitari. Queste complicanze risultano piu frequenti in eta adulta.”

Le tre principali malattie autoimmuni associate alle SNAI sono, in ordine decrescente di
frequenza: Sindrome di Felty (Felty Syndrome, FS), Lupus Eritematoso Sistemico (LES)
e Sindrome di Sjogren (Sjogren Syndrome, SS). *

La FS ¢ stata storicamente descritta come 1’associazione tra artrite reumatoide,
neutropenia e splenomegalia e si verifica in meno dell'l1% dei pazienti con artrite
reumatoide. %° La neutropenia & spesso inferiore a 1.0 x 10° cellule/L e aumenta il rischio
di infezioni cutanee e del tratto respiratorio. 8! Diversi fattori, tra cui farmaci, meccanismi
autoimmuni e infezioni virali coesistenti, possono contribuire alla neutropenia nei

pazienti affetti da artrite reumatoide. %2

Nel LES la neutropenia ¢ rara (solo il 5% dei pazienti presenta neutropenia moderata o

grave). In questi pazienti il tasso di apoptosi dei neutrofili ¢ correlato all'attivita della
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malattia: 1'apoptosi determina l'esposizione di antigeni di membrana e la sintesi di

autoanticorpi. *3

La SS ¢ una malattia autoimmune che colpisce le ghiandole esocrine. In questi pazienti
l'incidenza della neutropenia risultata essere del 12%, di cui il 2% in forma grave. Il
quadro clinico ¢ dominato da xeroftalmia e xerostomia causati dall’infiltrazione di cellule
CD4+ nelle ghiandole esocrine, in particolare quelle salivari e lacrimali. ** Nei pazienti
affetti da neutropenia non sono state riscontrate differenze cliniche significative. Tuttavia
alcuni marker immunologici hanno evidenziato variazioni: i pazienti con neutropenia
presentano piu frequentemente elevati livelli di anticorpi anti-Ro/SSA (68% rispetto al

22%, p<0.001) e fattore reumatoide (68% rispetto al 32%, p<0.001). *°

Le sNAI presentano caratteristiche differenti rispetto alle pNAIL. In primo luogo, nelle
sNAI gli anticorpi anti-HNA sono, di norma, solo una delle principali cause di
neutropenia, che puo essere determinata anche da sequestro periferico, mielosoppressione
o apoptosi. Inoltre, nella maggior parte dei casi di sSNAI, il bersaglio degli autoanticorpi
rimane ignoto e alla neutropenia pud essere associata trombocitopenia e/0 anemia

emolitica. >"°

La neutropenia autoimmune secondaria in eta pediatrica ¢ una condizione che presenta
una documentazione limitata. Tuttavia, uno studio condotto in Italia ha analizzato una
piccola casistica proveniente dal Registro Italiano delle Neutropenie. In questo studio
sono stati confrontati 26 pazienti affetti da SNAI con una coorte di 263 pazienti affetti da

pNAL

Le differenze significative tra la neutropenia primitiva e quella secondaria sono state

riassunte in tabella.

Tabella 5: Confronto tra una coorte di pNAI e di sNAL Tratto da Farruggia et al (2017).

pNAI (263) sNAI (26) p
Sesso (F%) 41% 61% 0.049
Eta all’esordio (mediana) 0.77 10.07 <0.01
Eta alla diagnosi (anni, mediana) 1.09 10.98 <0.01
G-CSF 6.9% 23.1% <0.01
Infezioni gravi 11.8% 40.0% <0.01
Risoluzione spontanea 74.9% 7.7% <0.01
Eta alla risoluzione (mediana) 2.14 14.11 <0.01
Leucociti (mediana) all’esordio 5.93x10° /L 2.48x 10° /L <0.01

18



Linfociti (mediana) all’esordio 436x 10°/L 1.58x 10° /L <0.01
Monociti (mediana) all’esordio 0.62x 10° /L 0.34x 10° /L <0.01
NA (mediana) all’esordio 0.45x10° /L 0.63x 10° /L 0.035

L’eta mediana all’esordio della neutropenia ¢ di 0.77 anni per la pNAI e di 10.07 anni per
la SNAI Tra i pazienti con pNAI ¢ stata riscontrata una quota maggiore di ex-prematuri.
Si tratta di un dato interessante: suggerisce un possibile legame tra la pNAI e la presenza
di un sistema T-suppressor immaturo; la neutropenia ¢ una condizione molto comune nei

neonati prematuri e contribuisce al rischio di sepsi ed enterocolite necrotizzante. %

11 valore medio di NA all’esordio & inferiore nella pNAI (0.45 x 10°/L rispetto a 0.63 x
10°/L nella sNAI). D’altra parte nella SNAI si osserva linfopenia, assente nella pNAI (1.58
linfociti x 10%/L nella sNAI rispetto a 4.36 x 10°/L nella pNAI). Altre differenze includono
una maggior frequenza di infezioni gravi e leucopenia nella sSNAI, mentre nella pNAI si

riscontra monocitosi.

La sNAI puo essere associata a diverse condizioni, tra cui sindrome di Evans, tiroidite
autoimmune, celiachia, deficit di GH, diabete, epatite ed encefalite autoimmune.’° Nel
42.3% dei pazienti sSNAI 1 sintomi di autoimmunita sono comparsi contemporaneamente

alla neutropenia, nel 30.7% I’hanno preceduta e nel 26.9% 1’hanno seguita. %

Rispetto alla pNAI, la sNAI tende a risolversi solo in una minoranza dei casi (7.7% dei
pazienti). Questa caratteristica qualifica la neutropenia secondaria come una patologia
con maggiore tendenza alla cronicizzazione. Nella popolazione adulta la neutropenia
autoimmune secondaria ¢ piu frequente di quella primitiva e pud essere associata a
infezioni, somministrazione di farmaci, immunodeficienza, neoplasie, trapianto di

staminali emopoietiche e altre patologie autoimmuni.

La neutropenia secondaria in eta pediatrica condivide alcune caratteristiche con la
neutropenia autoimmune dell’adulto, come la prevalenza del sesso femminile, la bassa
frequenza di risoluzione spontanea, la presenza di leucopenia e monocitosi all’esordio e
la necessita di terapia con G-CSF. In conclusione, i dati suggeriscono che la neutropenia
autoimmune dell’adulto (primaria o secondaria) e la neutropenia pediatrica secondaria
possano essere interpretate come diverse manifestazioni, pitt 0 meno precoci, di un’unica

entita patologica. ¥’
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4. Le neutropenie non immunomediate

Le neutropenie non immunomediate, o non anticorpo mediate, costituiscono un insieme
di neutropenie caratterizzate da una diminuzione dei neutrofili nel sangue periferico e non

associate a titolo anticorpale positivo. 5
Tra queste la Neutropenia Idiopatica (NI) rappresenta la manifestazione piu rilevante. 2

La NI ¢ una condizione caratterizzata da neutropenia cronica, titolo anticorpale anti-HNA
persistentemente negativo e assenza di cause secondarie. La diagnosi di NI ¢
fondamentalmente una diagnosi di esclusione, stabilita solo dopo aver escluso altre

possibili cause di neutropenia.’’

La patogenesi della NI rimane ancora oggetto di studio. Le attuali ipotesi suggeriscono
un'eziologia multifattoriale, che coinvolge principalmente una marcata marginalizzazione

dei neutrofili e un'aumentata eliminazione dei neutrofili a livello periferico.”

All'interno dell'ampio spettro della NI, ¢ possibile distinguere due entita cliniche distinte:
la neutropenia idiopatica dell'infanzia e la neutropenia idiopatica cronica dell'adulto

(Chronic Idiopathic Neutropenia, CIN).

La forma infantile presenta una clinica simile alla pNAI, rendendo complicata una
accurata diagnosi di esclusione, mentre la CIN si manifesta in eta adulta ed ¢ spesso

associata a citopenie multiple. *!

4.1. Laneutropenia idiopatica dell’infanzia

Come precedentemente anticipato, esiste una certa sovrapposizione clinica tra i pazienti
con diagnosi di NI e pNAI. Tale sovrapposizione deriva sia dalla difficolta intrinseca
nell'identificare con precisione gli anticorpi anti-HNA e sia dalla difficolta

nell'interpretazione clinica della positivita al test per la ricerca di tali anticorpi.>®

Pertanto, in presenza di un primo test negativo ma con persistente sospetto clinico di
pNAI, ¢ raccomandata la ripetizione del test fino a quattro o piu volte. Se tutti i test
indiretti rimangono negativi e il quadro clinico ¢ compatibile con pNAI, i1 pazienti

vengono definiti affetti da NI.%?

Occorre specificare che la diagnosi di neutropenia idiopatica dell’infanzia ¢ una diagnosi

di esclusione che deve essere periodicamente rivalutata nei soggetti in eta pediatrica:
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nuovi elementi, acquisiti nel corso del follow up, possono caratterizzare meglio il profilo

di questa condizione, consentendo spesso una riclassificazione.”

La piti ampia casistica di NI & stata descritta in uno studio italiano pubblicato nel 2019. %
Lo studio ha riportato le caratteristiche cliniche e il decorso di 85 bambini affetti da NI,
arruolati nel Registro Italiano delle Neutropenie. | dati sono stati confrontati con una
coorte di soggetti affetti da pNAI. Questa analisi ha permesso di delineare un quadro piu
completo della NI, fornendo informazioni preziose per la diagnosi differenziale e per la

gestione clinica di questa rara condizione; i dati sono riassunti in tabella 6.

Tabella 6: Confronto tra una coorte di NI e una di pNAI Tratto da Farruggia et al (2019).

pNAI (336) NI (85) p

Sesso (M%) 56.8% 50.6% 0.29
Eta all’esordio (anni, mediana) 0.8 1.2 <0.001
Eta alla diagnosi (anni, mediana) 1.1 2.0 <0.001
NA (mediana) all’esordio 0.45 x 10%L 0.38 x 10%L 0.47
Neutropenia grave 55.2% 60.0% 0.28
Neutropenia moderata 37.6% 29.4% 0.28
Neutropenia lieve 7.2% 10.6% 0.28
Conta leucocitaria (mediana) all’esordio 6.1 x 10%/L 5.7 x 10%/L 0.60
Leucopenia all’esordio 35.9% 42.4% 0.27
Conta monocitaria (mediana) all’esordio 0.62 x 10%/L 0.61 x 10%L 0.87
Monocitosi all’esordio 20.0% 29.3% 0.08
Conta linfocitaria (mediana) all’esordio 45 4.3 0.16
Trombocitosi all’esordio 11.1% 20% 0.06
Aumento delle IgG all’esordio 6.6% 5.9% 0.83
Deficit isolato di IgA 3.1% 3.0% 0.97
Test di Coombs diretto positivo 4.4% 3.1% 0.74
Esecuzione aspirato midollare 31.6% 49.4% 0.003
Infezioni gravi 11.9% 11.8% 0.97
Trattamento con G-CSF 7.5% 2.8% 0.29

L’analisi ha evidenziato una notevole somiglianza tra i pazienti con NI e pNAI per quanto

riguarda la presentazione clinica, il tipo e il numero delle infezioni, i fattori prognostici,

il tempo e le modalita di risoluzione della neutropenia.
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Peraltro sono state identificate differenze in due parametri chiave, I'eta di esordio e l'eta
alla diagnosi. La pNAI tende a manifestarsi in eta piu precoce rispetto alla NI, con un'eta
media di esordio rispettivamente di 0.8 anni e 1.2 anni (p<0.001). Analogamente l'eta
media alla diagnosi di pNAI ¢ risultata inferiore rispetto a quella della NI, con valori

rispettivamente di 1.1 e 2 anni (p<0.001).

Lo studio non ha rilevato alcuna differenza significativa in altri aspetti clinici, tra cui
valori di leucociti e linfociti, leucopenia per eta, NA, severita della neutropenia,
monocitosi, sottopopolazioni linfocitarie, presenza di piastrinosi, incidenza di infezioni
gravi, ipergammaglobulinemia o positivita del test di Coombs diretto. Tali risultati
suggeriscono che NI e pNAI possano rappresentare due varianti dello stesso spettro
clinico, con differenze minime nella presentazione all'esordio e nel momento della

diagnosi.

L'analisi del follow-up a cinque anni non ha evidenziato differenze significative nella
tendenza alla risoluzione spontanea della neutropenia tra NI e pNALI. I tassi di risoluzione
spontanea erano simili nei due gruppi, con 1'87.12% dei pazienti con pNAI e I'81.28% dei
pazienti con NI che hanno ottenuto la risoluzione della neutropenia dopo 5 anni. La
minore eta alla diagnosi e I'assenza di leucopenia e monocitosi all'esordio correlano a una

risoluzione spontanea piul precoce, sia nei pazienti con NI che in quelli con pNAI. **

Alla luce delle evidenti somiglianze cliniche e prognostiche osservate tra i pazienti con
NI e pNAI, gli autori dello studio concludono, in accordo con precedenti dati di

letteratura’'-77-9%:93

, che la maggior parte dei casi di NI dell'infanzia possa in realta
rappresentare una forma di neutropenia immunomediata. Questa ipotesi ¢ ulteriormente
supportata dalla difficolta di identificare gli anticorpi anti-HNA in pazienti con NI, dovuta

alla limitata sensibilita delle tecniche diagnostiche attualmente disponibili. 302

4.2.  Laneutropenia idiopatica cronica dell’adulto

La neutropenia idiopatica cronica nell’adulto (Cronic Idiopathic Neutropenia, CIN) ¢ una
forma di neutropenia cronica che non risulta essere mediata da anticorpi. Si manifesta
negli adulti con un fenotipo generalmente lieve. Lo studio di tale patologia ha permesso

di rivelare alcune peculiarita immunologiche. %

La diagnosi di CIN rappresenta un processo complesso. Al fine di facilitare e

standardizzare la procedura diagnostica, sono stati definiti criteri specifici che aiutano i
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clinici a distinguere la CIN da altre condizioni con presentazione clinica simile.
Innanzitutto una NA inferiore a 1.8 x 10° cellule/L nei caucasici (o 1.5 x 10° cellule/L nei
soggetti di etnia africana), persistente per piu di 3 mesi, ¢ condizione necessaria per la
diagnosi di NI. E fondamentale dimostrare l'assenza di malattie sottostanti attraverso
esami clinici, sierologici ed ecografici negativi; il paziente non deve aver subito
esposizione a radiazioni, sostanze chimiche o farmaci che possono causare neutropenia.
Un cariotipo del midollo osseo normale ¢ necessario per escludere anomalie
cromosomiche. Infine ¢ richiesta la negativita ripetuta ai test per gli anticorpi anti-HNA

sierici, utilizzando sia il test GAT che il test GIFT.”’

La CIN ¢ piu frequente nella popolazione femminile, con un rapporto femmine/maschi di
6:1.% Diversi studi suggeriscono che la CIN potrebbe derivare da meccanismi di

autoimmunita e disfunzioni delle cellule T.%

Dall’analisi di popolazioni di pazienti affetti da CIN sono emersi dati che mostrano un
quadro infiammatorio cronico, caratterizzato da elevati livelli di citochine pro-
inflammatorie (IL 6, interferone y ¢ TGFb1) e mediatori pro-apoptotici (TNF-a e IL-1b)
nel midollo.”® L’alterazione del microambiente midollare favorisce 1’apoptosi dei

progenitori mieloidi, alimentando la neutropenia.®’

Un’analisi delle cellule T in questi pazienti ha evidenziato una riduzione delle cellule T
naive ¢ un aumento delle cellule CD8+ attivate, che potrebbero avere un'azione
mielosoppressiva, contribuendo alla neutropenia. Bassi livelli di IL-7, una citochina
importante per la maturazione e la sopravvivenza dei linfociti T, potrebbero ulteriormente

spiegare queste alterazioni.!'®

Nei pazienti affetti da CIN ¢ stata osservata una riduzione significativa della
concentrazione di monociti totali rispetto ai soggetti sani. Questa deplezione monocitaria
¢ stata associata ad una concomitante diminuzione delle unita formanti colonie granulo-
monocitarie (GM-CFU) nel midollo osseo. Infine ¢ stata rilevata una correlazione inversa
tra il NA e la conta monocitaria nei pazienti con CIN. Queste evidenze suggeriscono un
possibile meccanismo compensatorio in atto: la proliferazione monocitaria a livello
midollare aumenterebbe in risposta alla neutropenia, tentando di colmare il deficit di

neutrofili.*®

Un recente studio retrospettivo ha rilevato un significativo overlap diagnostico tra i

pazienti con CIN e leucemia linfocitica granulare a grandi cellule T (7-Large Granular
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lymphocytic Leukemia, T-LGL): il 21% dei pazienti con CIN presentava caratteristiche
cliniche e di laboratorio compatibili con la T-LGL, sebbene non soddisfacessero i criteri
diagnostici formali. Inoltre nel 50% di questi pazienti non era presente la mutazione
STAT3 tipica della T-LGL, suggerendo una forma di T-LGL meno polarizzata. L'assenza
di anomalie del midollo osseo, riscontrata nelle biopsie del 53% dei pazienti, avvalora

ulteriormente 1'ipotesi di una variante atipica di T-LGL.!"!

Dunque ¢ ragionevole pensare che la CIN non sia, a tutti gli effetti, idiopatica, bensi a

genesi autoimmune, o comunque immunomediata.
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5. La neutropenia ad esordio tardivo e di lunga durata

Nella pratica clinica quotidiana non sono infrequenti casi di neutropenia autoimmune che
sfuggono alle classiche categorizzazioni, non rientrando pienamente nei criteri

diagnostici della pNAI o della SNAL

Tali forme atipiche di neutropenia autoimmune presentano caratteristiche peculiari che le
distinguono dai quadri clinici pit comuni: non esordiscono nella prima infanzia o non

vanno incontro a risoluzione spontanea.

Questi pazienti rappresentano una sfida diagnostica, poiché possono essere sottovalutati
o erroneamente classificati come pNAI, ricevendo cosi un trattamento ed un follow-up

inadeguato.

Partendo da questa osservazione, uno studio pubblicato nel 2020 ha, per la prima volta,
identificato due nuovi sottotipi di neutropenia autoimmune: la neutropenia autoimmune
ad esordio tardivo (LO-Np) e la neutropenia autoimmune di lunga durata (LL-Np). Lo

studio ha analizzato un campione di 214 inclusi nel Registro italiano delle Neutropenie.'??

I pazienti sono stati suddivisi in tre gruppi in base ai criteri definiti in precedenza: il
gruppo pNAI comprendeva 135 pazienti (63%), mentre i gruppi LO-Np e LL-Np
comprendevano rispettivamente 31 pazienti (15%) e 48 pazienti (22%). La coorte con
diagnosi atipica era formata da 79 pazienti ed ¢ stata confrontata con 135 pazienti con
diagnosi di pNAI conclamata. Lo scopo dello studio era valutare se questi pazienti

presentavano differenze immunoematologiche e cliniche rispetto alla pNAI classica.

I principali risultati di questo studio sono illustrati in tabella 7.

Tabella 7: Confronto tra pNAI Late Onset Neutropenia (LO) e Long Lasting Neutropenia (LL). Tratto da Fioredda et
al (2020).

pNAI (135 pz) LO-Np@Blpz) LL-Np(Blpz) p
Sesso (F) 41 (30%) 16 (52%) 25 (52%) 0.001
Eta diagnosi [anni] (Mediana ;| 0.6 (0.3-1.3) 11.5(7.6-14.6) 1.18 (0.6-2.2) <0.001
IQR)
Durata  neutropenia  [anni] = 1.03 (0.54-1.7) 2.1(1.4-4.4) 4.5 (3.5-7.09) <0.001
(mediana (IQR)
Risoluzione 135 (100%) 4 (13%) 28 (58%) <0.001
NA all’esordio, mediana (IQR), = 0.430 (0.23- | 0.649 (0.43- 1 0.552  (0.35- : <0.001
x10°/L 0.716) 0.97) 0.79
Leucociti all’esordio, mediana | 6.125 (5.01-7.92) | 3.18 (2.67-3.71) = 5.03 (3.44-  <0.001
(IQR), x10°/L 6.90)
Linfociti all’esordio, mediana @ 4.74 (3.50-5.88) 1.68 (1.24-1.90) | 2.37(1.92-3.40) = <0.001
(IQR), x10°/L
Monocitosi all’esordio 15/120 (12.5 %) 5/26 (19%) 10/38 (26%) ns
Riduzione CD3 7/72 (10%) 2/24 (8%) 11/39 (28%) 0.02
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Riduzione CD4 8/72 (11%) 4/25 (16%) 11/38 (29%) 0.06
Riduzione CD8 11/71 (15%) 4/25 (16%) 7/40 (17,5%) ns
Riduzione CD19 6/64 (9%) 12/25 (48%) 13/37 (35%) <0.001
Riduzione NK 10/62 (16%) 9/23 (39%) 10/34 (29%) 0.06
Deplezione di Ig 7/113 (6%) 4/26 (15%) 3/44 (7%) ns
Episodi infettivi 65/130 (50%) 14/29 (48%) 18/47 (38%) 0.4
Infezioni gravi 16/65 (25%) 3/14 (21%) 3/18 (17%) 0.2
Terapia con G-CSF 7/135 (5%) 3/21 (14%) 7/42 (17%) 0.04
Malattie autoimmuni/ 2/135 (1%) 16/29 (55%) 8/48 (17%) <0.001
marker di autoimmunita

Come si evince dai dati sopra riportati, la pNAI esordisce nella prima infanzia,
generalmente prima dei tre anni di eta, e presenta un quadro clinico lieve o moderato. Si
tratta, infatti, di una condizione autolimitante che si risolve spontaneamente nel tempo,

con un tasso di remissione del 90% a 24-36 mesi.®%7%103

Diversamente, 1 pazienti con LO-Np presentano un'eta di esordio superiore ai 3 anni,
mentre i pazienti con LL-Np esordiscono piu precocemente, € comunque entro i 3 anni di

vita, ma la patologia non si risolve entro 36 mesi.

Il confronto tra 1 tre gruppi mostra che, oltre alla differenza dell'eta di insorgenza e alla
durata della neutropenia, sono presenti differenze significative nella maggior parte delle

variabili analizzate.

I pazienti con LO-Np e LL-Np presentano un valore mediano di NA significativamente
piu elevato rispetto ai pazienti con pNAI (p<0.001); la neutropenia grave € piu frequente
nei pazienti con pNAI (58%) rispetto a quelli con LL-Np (37%) e LO-Np (32%)
(»<0.001).

La leucopenia ¢ piu comune nei pazienti con LO-Np (73%) rispetto a quelli con LL-Np

(26%) e pNAI (11%) (p<0.001), come visualizzato in figura 3.

p=0.003
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Figura 3: Conta assoluta di globuli
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bianchi e neutrofili: differenze tra
AN, LL-Np e LO-Np. Tratto da
Fioredda et al (2020).
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L'analisi delle sottopopolazioni linfocitarie rivela una deplezione significativa dei
linfociti CD19+ nei pazienti con LO-Np (48%) e LL-Np (35%), assente nei pazienti con
pNAI (p<0.001). Una deplezione simile si osserva per le cellule Natural Killer (NK) nei
pazienti con LO-Np e LL-Np, mentre non vi ¢ differenza significativa tra i gruppi per

quanto riguarda la frequenza di infezioni gravi o ricorrenti o per il tipo di infezioni.

I pazienti con LO-Np presentano un tasso di risoluzione spontanea significativamente
inferiore rispetto ai pazienti con LL-Np (58%) e pNAI (100%). Inoltre la conta totale dei

globuli bianchi e dei linfociti € minore nel gruppo LO-Np.

Al contrario la differenza nel tasso di risoluzione spontanea tra pNAI e LL-Np ¢ meno
marcata (rispettivamente 100% e 58%). Questa osservazione avvalora l'ipotesi, gia

sostenuta in studi precedenti

, che almeno una parte dei pazienti con LL-Np possa
presentare una risoluzione spontanea tardiva, qualificando la loro condizione come vera

pNAL

Un altro dato interessante emerso dallo studio ¢ 1'aumento del tasso di autoimmunita nei
pazienti con LO-Np durante il decorso della malattia, con un tempo mediano di
insorgenza di 42 mesi dalla diagnosi di neutropenia. Questo dato suggerisce una
componente autoimmune pitu marcata nella LO-Np rispetto alla LL-Np. L'ipotesi che la
neutropenia nella LO-Np rappresenti un fenomeno prodromico di una malattia da
immunodeficienza/disregolazione, piuttosto che un evento isolato, ¢ supportata da questa

osservazione e da studi precedenti.’>%

L'analisi di un pannello di 162 geni mediante Next Generation Sequencing (NGS) in un
piccolo sottogruppo di pazienti con LO-Np e LL-Np ha rivelato varianti a carico dei geni
TACI, TINF2 e LRBA in 3/10 pazienti con LO-Np e 1/5 pazienti con LL-Np. Questi geni
sono noti per essere associati a immunodeficienze monogeniche e telomeropatie,

condizioni che possono influenzare il sistema immunitario.'%1%

La presenza di tali varianti genetiche suggerisce che sia la LO-Np che la LL-Np possano
avere una base patogenetica piu complessa rispetto alla neutropenia autoimmune
idiopatica (pNAI). Invece di rappresentare un evento isolato, queste due forme potrebbero
essere un epifenomeno che anticipa lo sviluppo di una disregolazione immunitaria piu

ampia, un processo simile a quanto osservato in altre patologie autoimmuni.

Uno studio recente!!” ha ampliato la conoscenza delle neutropenie atipiche, proponendo

un’analisi sia con le forme con titolo anti-HNA positivo (LO/LL autoimmuni) che in
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assenza di essi (LL/LO idiopatiche). Tale analisi ¢ stata svolta utilizzando la statistica

tradizionale e il Machine Learning.

Lo studio ha coinvolto 63 pazienti (di cui 31 femmine, pari al 49.2%). Tra questi, 32
pazienti (pari al 50.8%) soddisfacevano i criteri per LO/LL autoimmuni, mentre 25

pazienti (pari al 39.7%) soddisfacevano i criteri per LO/LL idiopatiche.

Lo scopo dello studio era valutare se queste due forme potessero essere considerate
un'unica entita clinica e quale grado di immuno-disregolazione esprimessero, in termini
di alterazione delle sottopopolazioni linfocitarie sostenuta da possibili varianti genetiche

di IEI (Inborn Error of Immunity).

L'analisi ha evidenziato che, da un punto di vista clinico, ematologico, immunologico e
genetico, le due forme LO/LL, sia idiopatiche che autoimmuni, appaiono come gruppi
relativamente omogenei. Questa conclusione ¢ stata avvalorata da un approccio statistico
e da tecniche di Machine Learning, che hanno dimostrato un elevato grado di

sovrapposizione tra i due gruppi.

Tale entita clinica si caratterizza per una neutropenia moderata, un basso rischio di
infezioni e un fenotipo delle cellule T e B simile a quello di altri disordini autoimmuni.
Si osserva una predisposizione allo sviluppo di fenomeni autoimmuni nel corso della
malattia. In una quota minoritaria di pazienti ¢ stata identificata una variante patogenetica

o probabilmente patogenetica associata ai disturbi immuno-regolatori primari (PIRD).

In sintesi 1’indagine sostiene la tesi che le LO/LL autoimmuni e idiopatiche possano
essere considerate come una singola entita clinica, caratterizzata da una neutropenia
autoimmune clinicamente moderata, con un potenziale rischio di progressione verso

disturbi di immuno-deregolazione.

Questa entita clinica si sovrappone, clinicamente, alle neutropenie classificate come

“Likely Acquired” dalle linee guida internazionali.**

In conclusione, sia nelle neutropenie “Likely Acquired” che nelle LO/LL autoimmuni e
idiopatiche, la neutropenia appare come un semplice epifenomeno di processi
immunodisregolatori pit complessi. Questi processi sono sostenuti, almeno parzialmente,

da geni responsabili di IEI o PIRD.
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SCOPO DELLO STUDIO

Le neutropenie croniche pediatriche rappresentano un quadro clinico eterogeneo,
caratterizzato da una persistente riduzione del numero di neutrofili circolanti. Le due
categorie principali sono le neutropenie autoimmuni primarie (pNAI) e le neutropenie
idiopatiche (NI), entrambe caratterizzate da un esordio nella prima infanzia e da un basso

tasso di infezioni gravi.

Tuttavia, all'interno di questo spettro nosologico, si distinguono le neutropenie "atipiche™,
che si discostano dalle pNAI e NI classiche per la loro persistenza oltre il tipico periodo
di risoluzione o per un esordio tardivo (tarda infanzia/adolescenza). Queste forme
presentano caratteristiche peculiari che le rendono difficilmente inquadrabili nelle
categorie pNAI o NI.

Un precedente studio di Fioredda et al % ha approfondito le caratteristiche delle
neutropenie atipiche, suddividendole ulteriormente in neutropenia autoimmune ad
insorgenza tardiva e di lunga durata (LO/LL NAI) e neutropenia idiopatica ad insorgenza
tardiva e di lunga durata (LO/LL NI). Lo studio ha evidenziato una sostanziale

omogeneita clinica, ematologica, immunologica e genetica tra i due gruppi.

Tuttavia la letteratura scientifica attuale presenta una carenza di dati relativi a pazienti

con neutropenia LL o LO.

La presente tesi si propone di ampliare il numero di pazienti analizzati, al fine di fornire
ulteriori informazioni sulle caratteristiche cliniche, ematologiche, immunologiche e
genetiche di queste forme atipiche di neutropenia, contribuendo ad una migliore

comprensione della loro patogenesi e a un ottimale approccio diagnostico e terapeutico.
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PAZIENTI E METODI

1. Criteri di inclusione e definizioni

I pazienti inclusi in questo studio sono stati selezionati dallo Studio Retrospettivo
Prospettico Italiano delle Neutropenie Croniche, con sede presso 1’Unita Operativa
Complessa di Ematologia dell'Istituto Giannina Gaslini sito in Genova. Lo studio
raccoglie dati su tutti i pazienti affetti da neutropenia cronica, definita come un valore di
NA inferiore a 1.5 x 10° cellule/L in almeno tre determinazioni e di durata superiore a 3
mesi. Per ciascun paziente vengono raccolti dati clinici e genetici, previa acquisizione del

consenso informato da parte del paziente o del tutore legale.

Per I’analisi di cui si tratta sono stati considerati eleggibili 1 pazienti registrati entro il 31

dicembre 2023 e appartenenti alle seguenti categorie:

e Neutropenia cronica a esordio precoce (Long Lasting Neutropenia): pazienti con
neutropenia esordita prima dei 3 anni di eta e persistente per almeno 3 anni;
e Neutropenia cronica a esordio tardivo (Late Onset Neutropenia): pazienti con

neutropenia esordita dopo 13 anni di eta e di durata superiore a 12 mesi.

Sono stati esclusi dallo studio i pazienti che presentavano almeno una delle seguenti

caratteristiche:

e (Citopenia concomitante all'esordio

e Patologia autoimmune o immunodeficienza all’esordio
e Neoplasia concomitante

e Storia di trapianto di midollo osseo

e Neutropenia iatrogena

e DARC/ACKRI associated neutropenia

La diagnosi di neutropenia autoimmune ¢ stata confermata dalla positivita del test

indiretto per la ricerca di anticorpi anti-neutrofilo (I-GIFT).

Per la diagnosi di neutropenia idiopatica erano necessarie almeno tre determinazioni di
anticorpi anti-HNA con esito negativo. I pazienti con esito negativo in meno di tre
determinazioni sono stati comunque inclusi nello studio, ma non sono stati considerati

nel confronto diretto tra neutropenia idiopatica e autoimmune.
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2. Raccolta dei dati

I dati dei pazienti sono stati ottenuti dallo Studio Retrospettivo Prospettico Italiano delle
Neutropenie Croniche, previa firma del consenso da parte dei pazienti o dei loro tutori

legali.
I dati raccolti per ciascun paziente includono:

o Dati anagrafici e anamnesi familiare, raccolti per indagare la presenza di patologie
ematologiche o malattie autoimmuni tra 1 familiari del paziente;

e Anamnesi infettivologica dettagliata, registrazione del numero, tipo e gravita delle
infezioni (ad esempio: afte, gengiviti, periodontiti, infezioni cutanee, ascessi,
sinusiti, faringiti, bronchiti, otiti, polmoniti, batteriemie, ascessi epatici, infezioni
delle vie urinarie);

e Valutazione clinica, rilevamento di eventuali stimmate cliniche (dismorfismi
facciali, cardiopatie, malformazioni, epatomegalia, anomalie cutanee, anomalie
scheletriche, sintomi neurologici, anomalie immunologiche) e segni di attivazione
immunitaria (linfoadenomegalia, splenomegalia);

e Analisi delle cellule ematopoietiche circolanti, eseguita tramite
emocromocitometria e formula leucocitaria all’esordio della patologia e durante
il follow-up. Sono stati considerati 1 valori iniziali, quelli dell’ultimo follow-up e
1 valori mediani, escludendo gli emocromi effettuati durante episodi infettivi;

e Dosaggio degli anticorpi anti-HNA, effettuata tramite GIFT indiretto con lettura
in citofluorimetria;

e Dosaggio immunoglobuline e sottoclassi delle immunoglobuline G (IgG, IgA,
IgM, 1gG1, IgG2, IgG3, IgG4);

¢ Ricerca dei markers e pattern di autoimmunita, sia alla diagnosi che nel corso del
follow-up. I marker ricercati sono ANA, ENA, anticorpi anti-cardiolipina, anti-
fosfolipidi, anti-ds-DNA, RA-test, p-NAA, c-NAA, anti-transglutaminasi, anti-
endomisio, test di Coombs diretto e indiretto;

e Dati circa DI’eventuale trattamento con fattore di crescita dei neutrofili
(Granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF) o altre terapie;

e Analisi delle sottopopolazioni linfocitarie, condotta tramite citometria a flusso.
Tale analisi comprende un’analisi estensiva della filiera maturativa delle cellule
B. Per determinare eventuali riduzioni o aumenti nei valori delle specifiche

sottoclassi di linfociti, sono stati utilizzati valori di riferimento per eta in termini
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di valori assoluti (cellule/mmc) per le principali classi di linfociti (linfociti T, T
helper, T citotossici, B, NK).!'"!!> Per la filiera maturativa B e le sottoclassi
minori di linfociti T sono stati considerati i valori percentuali'!®!!4;

Analisi genetica effettuata tramite NGS condotta su un pannello di piu di 160
geni associati a neutropenia, insufficienza midollare o immunodeficienza. Le
varianti identificate sono state poi confermate tramite la tecnica di Sanger PCR.
La patogenicita di queste varianti ¢ stata valutata secondo 1 criteri dell’ American
College of Medical Genetics and Genomics (ACGM) '° in varianti patogeniche
(P), probabilmente patogeniche (Likely Pathogenic, LP), varianti di significato
indeterminato (Variants of Uncertain Significance, VUS), probabilmente benigne
(Likely Benign, LB) e benigne (P).

I geni facenti parte del pannello utilizzato sono: AIRE, CARDI11, CASPI10,
CASPS, CD19, CD20, CD40, CD40L, CD70, CTLA4, CTPSI, DCLREIC,
FADD, FAS, CECR1/ADA2, FASL, FOXP3, GATA2, GBA, GORASPI1, IKZF1,
IL10, ILTIORA, IL10RB, IL2RA, ITK, KRAS, LRBA, NCKAPIL/ HEMI,
NEMO, NFKBI1, NRAS, PIK3CB, PIK3CD, PIK3R1, PRKCD, RAGI1, RAG2,
RASGRP1, SOCS1, STAT1, STAT3, STATSB, MPL, TLR8, TNFRSF13B,
TNFRSF13C, MAGTI1, ACD/TPP1, CTC1, DKC1, MYSMI1, NAFI1, NHP2,
NOP10, PARN, POT1, RPL11, RPL15, RPL26, RPL27, RPL35A, RPLS, RPS10,
RPS17, RPS19, RPS24, RPS26, RPS27, RPS28, RPS29, RPS7, RTEL1, STNI,
TERC, TERT, TINF2, TSR2, WRAPS53/TCAB1, RPS14, ERCC6L2, SRP72,
TP53, Cl60rf57/USB1, DNAJC21, EFL1, SBDS, SRP54, ATM, BLM/RECQL3,
LIG4, NBN, NHEJ1, AP3B1, BLOCIS6, CD27, LYST, PRF1, SH2DIA,
SLC7A7, STX11, STXBP2, UNC13-D, XIAP/BIRC4, ANKRD26, ASXLI,
ATG2B, CD79B, DDX3X, DDX41, EOMES, ERAPI1, GATA3, GSKIP, IL13,
MKL1, MYDS88, PVT1, RBBP6, REL, TCF3, ETV6, ACKR1/DARC, AK2,
AK3, CLPB, CSF3R, CXCR2, CXCR4, DNM2, EIF2, ELA2, G6PC3, GFIl,
HAX1,JAGN1, LAMTOR2, RAC2, RMRP, SEC61A1, SLC37A4, SMARCALI,
SMARCD2, STK4, TAZ, TCIRG1, TCN2, VPS13B, VPS45, WAS, WIPFI,
RAB27A, GATA1, ADARI1, CBL, CEBPA, MECOM, NPM1, RUNX1, SAMD9,
SAMDOIL.

Per un ulteriore analisi delle varianti VUS ¢ stato utilizzato il database Franklin
(Genoox)''°. Tale database impiega un motore di interpretazione avanzato basato

sull'intelligenza artificiale per automatizzare un flusso di lavoro dai dati di
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sequenziamento grezzi (FASTQ/VCF) a una lista ristretta di varianti candidate,
che viene successivamente utilizzata per la preparazione di un referto clinico
finale. ''” Grazie all'utilizzo del database Franklin, & stato possibile classificare le

VUS in tre categorie distinte: cold-VUS (¢VUS), VUS e hot-VUS (hVUS).

E stata condotta un’analisi descrittiva completa dei dati raccolti per la coorte in studio.
Le variabili qualitative sono state illustrate mediante frequenze assolute e percentuali,
mentre le variabili quantitative sono state descritte utilizzando la mediana accompagnata

dall’intervallo interquartile (IQR).

2.1. Next-generation sequencing/Whole exome Sequencing (WES)
L'analisi molecolare e stata condotta utilizzando il sequenziamento NGS mediante
Thermo Fisher Target Enrichment System.

E stata eseguita I'analisi di 162 geni in 70 pazienti. Questi geni sono coinvolti in disordini
ematologici, immunodeficienze, disregolazione immunitaria, disordini inflammatori e
sindromi da insufficienza midollare. Le varianti sono state confermate mediante

sequenziamento Sanger.

Nei soggetti risultati negativi all’analisi del pannello di 160 geni precedentemente

menzionato, ¢ stato avviato lo studio tramite Whole Exome Sequencing (WES) .

La tecnica descritta ¢ capace di identificare il DNA codificante, che comprende la
sequenza di circa 20000 geni che codificano per le proteine. Questa porzione del DNA,
pur rappresentando solo 1'1-2% dell'intero genoma umano, si stima contenga oltre 1'85%
delle mutazioni responsabili delle malattie ereditarie. Sebbene questa metodologia sia
estremamente efficace, essa genera una quantita considerevole di dati, la cui corretta

interpretazione ¢ essenziale per la ricerca genetica e l'applicazione clinica.
2.2. Immunofenotipo
E stata effettuata una valutazione citofluorimetrica utilizzando un pannello di

immunocolorazione con otto colorazioni e la procedura di lisi e lavaggio. Tutti gli

strumenti e i reagenti sono stati forniti da Becton Dickinson (BD), NJ, USA.

La procedura prevede l'incubazione di 100 pL. di sangue periferico intero, trattato con
anticoagulante EDTA, con anticorpi monoclonali marcati con fluorocromi, per 20 minuti

a 4°C. Successivamente e stata indotta lisi tramite incubazione per 10 minuti a
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temperatura ambiente con soluzione lisante FACS. | campioni sono stati acquisiti con un
citometro a flusso FACS Lyric, dotato di tre laser: blu (488-nm), rosso (633-nm) e viola
(405-nm), e analizzati con il software FACS Suite™. Per I'immunocolorazione di
superficie sono stati utilizzati anticorpi monoclonali RUO specifici per i marker CD3,
CD4, CD8, CD16-56, CD19, CD20, CD27, TCRab, TCRgd, HLA-DR, CD25, CD45,
CD45R0O, CD45RA, CD45B220, CD10, CD38, CD21, IgM e IgD. | fluorocromi
impiegati sono stati APC, APC-H7, FITC, PE, PE-Cy7, PerCP-Cy5.5, V450 e V500,

miscelati diversamente nei pannelli di anticorpi.

Sono state utilizzate varie combinazioni di anticorpi per rilevare i diversi pattern di

espressione antigenica.

All'interno dei linfociti T e B sono state analizzate le seguenti subpopolazioni: T Naive
(CD3CD45RA+), T Memory (CD3+CD45R0+), Cellule T helper/suppressor naive
memory (CD3+CD4+/CD8+ CD45RA+CD27+), Cellule T helper/suppressor memory
centrali (CD3+CD4+/CD8+ CD45RA-CD27), Cellule T helper/suppressor effettrici
(CD3+CD4+/CD8+ CD45RA-CD27-), TEMRA (CD3+CD4+/CD8+ CD45RA+CD27),
Cellule T helper/suppressor terminalmente differenziate (CD3+CD4+/CD8+
CD45RA+CD27-), T Regolatori (CD3+CD4+CD25br+CD45RA-), B Naive
(CD19+CD27-CD10+CD38+IgD+), B Memory pre-switched (CD19+CD27+IgM+IgD),
B Memory switched (CD19+CD27+IgM-IgD-), B IgD memory
(CD19+CD27+1gD+IgM-), B Transitional (CD19+IgM++CD38++), B Double negative,
totale (CD19+CD27-1gD-), B CD21llow (CD19+CD21llowCD38low), e B Double
negative 2 (CD19+CD21lowCD27-1gD-).

| valori delle sottopopolazioni linfocitarie sono stati confrontati con i range di riferimento
per eta (sia per numeri assoluti che per percentuali). | criteri di etnia, numerosita del
campione, ampi range di eta (dai bambini ai giovani adulti) e disponibilita di valori
assoluti/percentuali hanno guidato la scelta delle fonti di riferimento dalla

letteratura,14118-120

I livelli di immunoglobuline (IgG, IgA, IgM) sono stati analizzati utilizzando il metodo
turbidimetrico e confrontati con i valori normali specifici per etnia ed eta. Sono stati
considerati anormali i valori che si discostavano di oltre due deviazioni standard dalla

mediana di riferimento.
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2.3. Analisi statistica

Per le neutropenie LO/LL NAI e le neutropenie LO/LL NI, sono state calcolate le
frequenze assolute e percentuali per i dati qualitativi, mentre per i dati quantitativi, a

causa della loro distribuzione non gaussiana, sono stati riportati i valori mediani e gli

IQR.

Successivamente, e stata condotta un'analisi bivariata per confrontare i gruppi di pazienti
con neutropenia LL/LO NAI e neutropenia LL/LO NI. Inoltre sono state esaminate
separatamente le coorti LL e LO in relazione alle variabili di interesse

L’associazione tra le variabili qualitative ¢ stata valutata utilizzando il test chi quadrato
di Pearson. Nei casi in cui le frequenze attese erano inferiori a 5, & stato utilizzato il test
esatto di Fisher. Per le variabili quantitative, invece, e stato impiegato il test non
parametrico di Mann-Whitney.

Al fine di valutare eventuali differenze significative tra I’esordio e I’ultima visita nella
distribuzione delle variabili quantitative di interesse, & stato utilizzato il test non
parametrico di Wilcoxon per dati appaiati. Le distribuzioni delle variabili quantitative
sono state rappresentate graficamente mediante il diagramma degli estremi e dei quartili
(boxplot).

Infine é stato utilizzato il metodo di Kaplan-Meier per stimare il rischio cumulativo di
sviluppare sintomi clinici o autoimmuni dall’esordio all’ultima visita. Il rischio
cumulativo é stato riportato in percentuale con relativo intervallo di confidenza al 95%.
Tutti i test effettuati sono stati a due code e un valore di p<0.05 é stato considerato
statisticamente significativo. Tutte le analisi sono state eseguite utilizzando il software
Stata (StataCorp. Stata Statistical Software, Release 16.1, College Station, TX, Stata
Corporatio, 2019).

2.4. Machine Learning

Poiché il dataset comprende sia caratteristiche numeriche che categoriali, € stata
impiegata I'analisi fattoriale su dati misti al fine di ridurre la dimensionalita dei dati stessi.
Il numero di caratteristiche da estrarre ¢ stato scelto in modo da spiegare almeno 1'80%
della varianza del dataset. Per mitigare I'impatto dei valori mancanti, che potrebbero

compromettere l'affidabilita dell'analisi, sono state escluse le caratteristiche con una
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percentuale di valori mancanti superiore al 20%. | valori mancanti rimanenti sono stati
imputati utilizzando la mediana per le caratteristiche numeriche e la moda per quelle
categoriali. Per garantire che ogni caratteristica numerica avesse lo stesso peso, esse sono

state scalate su un intervalloda 0 a 1.

Il numero ottimale di cluster & stato stimato utilizzando I'indice di silhouette. E stata
successivamente eseguita un'analisi di clustering non supervisionata mediante il metodo
k-means, al fine di raggruppare i pazienti con valori di caratteristiche simili. | fattori sono
stati trasformati nello spazio delle distanze dei cluster e visualizzati come dim1 e dim2 in

grafici a dispersione per una rappresentazione grafica.

Le procedure di pre-processamento dei dati e di apprendimento non supervisionato sono
state implementate in Python®© utilizzando il pacchetto scikit-learn. L'importanza
dell'associazione tra i cluster e il tipo di neutropenia é stata valutata mediante il test esatto

di Fisher, considerando statisticamente significative le associazioni con un valore p <0,05.
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RISULTATI

1. Caratteristiche della popolazione

Nel periodo compreso tra il 1° gennaio 2005 e il 31 dicembre 2023 sono stati
arruolati complessivamente 84 pazienti. La distribuzione tra i sessi € risultata
omogenea: il campione comprende 46 pazienti di sesso femminile, corrispondenti
al 55% del totale, e 38 pazienti di sesso maschile, pari al restante 45%.
Degli 84 pazienti, 36 (pari al 43%) sono stati diagnosticati con LL/LO NAI per la
presenza di titolo anticorpale anti-HNA positivo, mentre 38 pazienti (pari al 45%)
sono stati classificati come affetti da LL/LO NI, per la quale ¢ stata necessaria la
negativita degli anticorpi anti-HNA in almeno tre diverse determinazioni. Per 10
pazienti (pari al 12%), la diagnosi é ancora in corso di definizione a causa di un

numero insufficiente di test negativi.

La maggioranza dei pazienti con neutropenia ha presentato la forma a insorgenza
tardiva (Late Onset, LO), rappresentando il 71% della coorte (60 pazienti su 84),
mentre il 24% (29 pazienti su 84) ha manifestato una forma a lunga durata (Long
Lasting, LL).

L’eta mediana al momento dell’esordio ¢ stata di 11 anni (IQR 2.3-15.6 anni),
mentre il follow-up mediano e stato di 4,6 anni (IQR 2.7-7.9 anni). Le

caratteristiche generali della coorte sono riassunte in tabella 8.

Tabella 8: Caratteristiche della coorte.

Totale (n=84 pazienti)
Sesso F, n (%) 46 (55%)
Neutropenia LL/LO Autoimmune (NAI), n (%) @ 36 (43%)
Neutropenia LL/LO Idiopatica (NI), n (%) 38 (45%)
Late Onset, n (%) 60 (71%)
Long Lasting, n (%) 24 (29%)
Eta mediana di insorgenza, anni, (IQR) 11 (2.3-15.6)
Durata mediana del follow up, anni, (IQR) 4.6 (2.7-7.9)
G-CSF, n (%) 12 (14%)
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2. Parametri ematologici

Il valore mediano dei leucociti totali ¢ risultato inferiore alla norma gia al primo
riscontro di neutropenia e ¢ rimasto stabilmente al di sotto dei valori soglia per 1’eta
durante il follow-up. In particolare, all’esordio risulta essere pari a 3.3x10°
cellule/L, mentre all’ultimo follow-up & risultato pari a 3.2x10° cellule/L
(»p=0.056). Tale riduzione risulta essere piu marcata nei soggetti affetti da

neutropenia LO rispetto ai pazienti affetti da neutropenia LL (p=0.047).

E rilevante notare che, durante il periodo di osservazione, il valore dei neutrofili ha
manifestato un incremento: all’esordio, il valore mediano era di 0.8x10° cellule/L,

mentre all’ultimo controllo & aumentato a 1.0x10° cellule/L (p<0.001).

Al contrario, si osserva una diminuzione progressiva del numero assoluto dei
linfociti. All’esordio, il valore mediano era di 1.7x10° cellule/L, mentre all’ultima

visita ¢ sceso a 1.5x10° cellule/L (p<0.001). I dati sono riportati in tabella 9.

Tabella 9: Variazione dei parametri ematologici nel corso del follow up (tra [’esordio e I'ultimo controllo).

Onset Follow up | Ultima Visita | p_ya|yel
Leucociti x10%L (mediana, IQR) 3.3(2.8-4.0) 3.3(2.7-38) | 3.2(25-4.1) 0.056
Neutrofili x10%/L (mediana, IQR) 0.8(04-1.1) : 0.9(0.5-1.3) | 1.0(0.5-1.5) : <0.001
Linfociti x10%/L (mediana, IQR) 1.7(14-24)  16(13-19)  15(1.1-1.8)  <0.001

' Per confrontare i parametri all 'esordio e all 'ultima visita é stato utilizzato il test non
parametrico dei ranghi con segno di Wilcoxon.
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Figura 4: Variazioni nel tempo della distribuzione della conta dei globuli bianchi e dei linfociti nell’intera
coorte e per sottogruppi (LL/LO NAl e LL/LO NI).
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Come gia notato in tabella 9, ’andamento della conta dei globuli bianchi nella
popolazione complessiva mostra una tendenza alla riduzione (Fig. 4A) (p= 0.056);
tale tendenza ¢ osservabile anche nelle forme LL/LO NAI e LL/LO NI (Fig. 4B)
(rispettivamente p=0.179 p=0.159). Tuttavia, in nessuno dei casi, la riduzione ha

raggiunto una significativita statistica.

Al contrario, la conta dei linfociti assoluti mostra una diminuzione progressiva nella
popolazione generale risultando statisticamente significativa (p<0.001) (Fig.4C).
Tale tendenza si mantiene significativa anche nel gruppo con neutropenia LL/LO
NAI (p < 0.001), mentre nel gruppo con neutropenia LL/LO NI, la riduzione dei
linfociti non raggiunge la significativita statistica (p = 0.098) (Fig. 4D).

\

E stato osservato che, nei pazienti con neutropenia ad esordio tardivo, la mediana
della conta linfocitaria ¢ risultata inferiore rispetto a quanto riscontrato nei pazienti
con neutropenia a lunga durata. In particolare nei soggetti con neutropenia LO la
conta linfocitaria mediana ¢ pari a 1.45 x 10° cellule/L (IQR 1.12-1.72 x 10°
cellule/L), mentre nei soggetti con neutropenia LL il valore mediano ¢ di 1.79 x 10°
cellule/L (IQR 1.12-1.83 x 10’ cellule/L). Tuttavia, questa differenza non ha

raggiunto significativita statistica (p=ns).
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3. Dati clinici

3.1. Pattern infettivo

Durante il follow-up il 69% dei pazienti (54 su 78) ha presentato almeno un episodio

infettivo.

Le tipologie di infezioni piu frequenti sono state:

— Infezioni delle vie aeree superiori, riscontrate nel 56% dei pazienti che hanno
avuto almeno un episodio infettivo;

— Infezioni del cavo orale (stomatiti aftose, gengiviti, periodontiti), riscontrate nel

48% dei pazienti;

Infezioni cutanee, osservate nel 22% dei pazienti;

— Otiti, presenti nel 14% dei pazienti;

Polmoniti, riscontrate nel 17% dei pazienti;

— Infezioni delle vie urinarie (1VVU), verificatesi nel 11% dei pazienti.

Tra 1 pazienti che hanno sviluppato almeno un'infezione durante il follow-up (69%),

¢ stata osservata una quota di recidiva pari al 68%. L’infezione recidivante ¢ definita

come il verificarsi di piu di un episodio di infezione nello stesso paziente.

Le infezioni recidivanti piu frequenti sono risultate quelle del cavo orale (73%),

seguite dalle infezioni cutanee (58%) e dalle otiti (50%).

E importante sottolineare che il 35% dei pazienti ha presentato almeno un episodio

di ipertermia febbrile di origine sconosciuta (Fever of Unknown Origin, FUO); tra

questi, il 63% ne ha manifestato piu di uno.

I dati sono riassunti nella seguente tabella:

Tabella 10: Frequenza e natura delle infezioni nella coorte.

Pazienti con Pazienti con LL/LOAIN [LL/LOIN 1
. L . . f - . S P-value
Tipologia di infezione infezione, n recidiva, n Pazienti con  [Pazienti con

(%) (%) infezione infezione
Almeno un’infezione, n (%) | 54/78 (69.2) 37/54 (68.5) 27/36 (75) 22/34 (64.7) | 0.348
Infezione delle vie aeree
superiori 30 (55.6) 18/30 (60) 18 (50) 11(32.3) 0.134
Infezioni del cavo orale 26 (48.1) 19/26 (73) 11 (30.6) 14 (41.2) 0.354
Febbre di origine
sconosciuta (Fever of 19 (35.2) 12/19 (63) 12 (33.3) 5 (14.7) 0.069
Unknown Origin, FUO)
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Infezioni cutanee 12 (22.2) 7/12 (58) 9 (25) 3(8.8) 0.073

Otiti 14 (25.9) 7/14 (50) 9 (25) 5 (14.7) 0.282
Polmoniti 9 (16.7) 2/9 5(13.9) 4(11.8) 0.791
Infezioni delle vie urinarie 6 (11.1) 1/6 3(83) 3(8.8) 0.942
(IVU)

Batteriemia 3 (5.6) 0/3 2 (5.6) 0 0.493
Ascesso epatico, infezioni 1 on 1(28) 0 1.000

profonde

In un'analisi complessiva sei pazienti hanno manifestato un episodio di infezione
grave durante il follow-up. Facendo riferimento al campione di 54 pazienti che ha
riportato almeno un episodio infettivo, 1'11% ha sviluppato un'infezione grave
durante il follow-up comprendente sepsi, meningite, infezioni opportunistiche e
polmoniti ricorrenti.

Riguardo alla frequenza generale degli eventi infettivi, non sono state identificate
differenze significative tra il gruppo delle neutropenie autoimmuni e di quelle
idiopatiche, né tra le neutropenie a lunga durata (LL) e quelle ad esordio tardivo
(LO). Nello specifico, tra 1 vari tipi di infezioni, non ¢ stata riscontrata una
differenza significativa nella prevalenza di infezioni del cavo orale tra pazienti con
neutropenia autoimmune e idiopatica. Per quanto riguarda le infezioni gravi, non ¢
stata osservata una maggiore incidenza nei soggetti affetti da Np LO rispetto a quelli
con Np LL (p=ns).

La terapia con G-CSF ¢ stata somministrata al 14% dei pazienti (12 su 84). In tutti
1 casi il fattore di crescita ¢ stato utilizzato "on-demand" durante episodi infettivi e
non in maniera continuativa.

L'analisi statistica non ha evidenziato alcuna correlazione significativa tra l'utilizzo

di G-CSF e il tipo di neutropenia (autoimmune vs infettiva; lieve vs grave).

3.2. Segni e sintomi di autoimmunita

Nel corso del follow-up sono stati rilevati segni e/o sintomi di autoimmunita, tra i
quali i piu frequenti sono stati tiroidite, celiachia, sindrome linfoproliferativa
autoimmune (Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome, ALPS), positivita
anticorpi anti-nucleo (ANA), positivita anticorpi anti-antigeni nucleari estraibili

(ENA), artrite, dolore 0sseo e astenia cronica.
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L'incidenza cumulativa di queste manifestazioni autoimmuni é risultata del 23%
(Cl 14-37%) a 6 anni dall'esordio della neutropenia e del 55% (Cl 32-80%) a 20

anni, con una tendenza di progressione presente anche negli anni successivi.

Figura 5: Rischio cumulativo di sviluppare segni o sintomi di autoimmunita dall'esordio all'ultimo follow
up nell'intera coorte
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Figura 6: Rischio cumulativo di sviluppare segni o sintomi di autoimmunita dall'esordio all'ultimo follow
up per la sottopopolazione LL/LO IN (rosso) e LL/LO NAI (blu)
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Nei pazienti affetti da neutropenia LL/LO NAI si & osservata una maggiore

prevalenza di segni e sintomi di autoimmunita rispetto a quanto osservato nei
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pazienti con neutropenia LL/LO NI; tuttavia tale differenza non & risultata
statisticamente significativa (p=ns). Analogamente, i pazienti con neutropenia LO
mostrano una tendenza piu elevata a sviluppare fenomeni autoimmuni rispetto ai
pazienti con neutropenia LL (35% contro 17%), sebbene tale differenza non

raggiunga la significativita statistica (p=ns).
3.3. Quadro immunologico

| valori delle sottopopolazioni linfocitarie, del dosaggio delle immunoglobuline e
delle loro sottoclassi (1gG, I1gA, IgM, 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4) sono stati analizzati
su un campione significativo della coorte oggetto di studio. Questa analisi ha
permesso di ottenere una visione dettagliata del profilo immunitario dei soggetti

coinvolti.
3.3.1. Immunoglobuline

Nella maggior parte dei pazienti i livelli di I1gG, IgM e IgA rientrano nei limiti
normali per eta (rispettivamente nel 91%, 88% e 89% dei casi). Tuttavia, in

un'esigua quota di pazienti (8.3%), il valore di IgM é risultato superiore alla norma.

| dati sono riassunti nella seguente tabella:

Tabella 11: Frequenza assoluta e relativa dei valori di immunoglobuline G, M e A nella coorte.

Valori ridotti (< -2 o) Valore nella norma | Valori aumentati (>2 o)
19G 4 (4.8%) 77 (91.7%) 3 (3.6%)
IgM 3 (3.6%) 74 (88.1%) 7 (8.3%)
IgA 8 (9.5%) 75 (89.3%) 1 (1.2%)

3.3.2. Sottopopolazioni linfocitarie

Come illustrato in tabella 12 la valutazione delle sottopopolazioni linfocitarie ha

evidenziato alcune anomalie.

Nella popolazione di 84 pazienti, si € riscontrato che in 30 casi (pari al 36% del
totale) il numero di linfociti B (CD19+) era inferiore ai valori di riferimento.
Analogamente, in 32 pazienti (27% del campione) i livelli di linfociti T citotossici

(CD8+) risultavano ridotti rispetto alla norma. Inoltre, € stato osservato che in 26
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pazienti (31%) i valori delle cellule Natural Killer (NK) erano inferiori ai parametri

normali.

Nel contesto dello studio delle sottopopolazioni T, i linfociti T regolatori
(CD3CD4CD25brCD45RA-) erano inferiori ai valori di riferimento in una quota
rilevante di pazienti (56/77;72%).

Le popolazioni di linfociti T attivati, che corrispondono ai linfociti T /6 e ai
linfociti T HLA-DR+, sono risultate aumentate nella maggior parte dei pazienti,

rispettivamente in 51/81 (63%) e in 35/81 soggetti (43% ).

Per quanto riguarda il profilo di maturazione delle cellule T, € stata osservata una
prevalenza significativa di cellule TH effettori (CD4+CD45RA-CD27-) e di cellule
TH Central Memory (CD4+CD45RA-CD27+), riscontrate rispettivamente in 25 su
48 soggetti (52%) e in 20 su 48 soggetti (42%). Questa prevalenza e stata rilevata a
discapito delle cellule TH Naive (CD4+CD45RA+CD27+), che risultavano

diminuite in 20 dei 48 soggetti esaminati (pari al 42%).

Risultati simili sono stati ottenuti per i linfociti TS Effettori (CD8+CD45RA-CD27)
e per i linfociti TS Central Memory (CD8+CD45RA-CD27+), che sono stati
riscontrati in livelli elevati rispettivamente in 34 su 48 soggetti (27%) e in 25 su 48
soggetti (52%). | linfociti TS Naive (CD8+CD45RA-+CD27) sono risultati ridotti in
23 dei 48 pazienti (48%).

Le cellule B della memoria sono risultate al di sotto del limite di normalita nel 44%

dei pazienti esaminati (34 su 78).

Tabella 12: Sottopopolazioni linfocitarie nell’intera coorte

- . Valori
Valori ridotti | Valore nella '
aumentati

(<-2 SD) norma (>2 SD)

n (¢ n (¢
Sottopopolazioni principali
Linfociti T o o o
(CD3+) 21 (25%) 62 (74%) 1 (1%)
Linfociti T Helper o o o
(CD3+CD44) 18 (21%) 65 (77%) 1 (1%)
Linfociti T Citotossici o o o
(CD3+CD8+) 27 (32%) 56 (67%) 1 (1%)
Linfociti B o o o
(CDI194) 30 (36%) 51 (61%) 3 (4%)
Natural Killer (NK) o o o
(CD3-CD56+CD16+) 2881 >7(68%) 1 (1%)
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Profilo di maturazione T

Linfociti T Regolatori o o o

(CD3+CD4+CD25br+CD45RA-) 0 (7722) 16 (20%) 6 (7%)

Linfociti T Gamma-Delta

(CD3+ TCR y5+) 7 (9%) 21 (26%) 51 (63%)

(Lcnggiltﬁ{ﬁglvzaf; 19 (23%) 26 (32%) 35 (43%)

Linfociti TH Naive

(CD4+CD45RA+CD27+) 20 (42%) 27 (56%) 1 (2%)

Linfociti TH Central Memory

(CD4+CD45RA-CD27+) 1 (2%) 27 (56%) 20 (42%)

Linfociti TH Effettori

(CD4+CD45RA-CD27-) 1 (2%) 22 (46%) 25 (52%)

Linfociti TH TEMRA

(CD4+CD45RA+CD27-) 9 (19%) 37 (77%) 2 (4%)

Linfociti TS Naive

(CD8+CD45RA+CD27+) 23 (48%) 25 (52%) 0 (0%)

Linfociti TC Central Memory

(CD8+CD45RA-CD27+) 0 (0%) 23 (48%) 25 (52%)

Linfociti TS Effettori

(CD8+CD45RA-CD27-) 1 (2%) 34 (71%) 13 (27%)

Linfociti TS TEMRA

(CD8+CD45RA+CD27-) 2 (4%) 39 (81%) 7 (15%)

Profilo di maturazione B

Linfociti B memoria

(CDI19+ CD27+) 34 (44%) 44 (56%) 0 (0%)

Linfociti B Transitional

(CD27- CD10++ CD38++) 2 14 (25%) 29 (32%) 13 (23%)

Linfociti B Naive

(CD27- CD10+CD38+- IgD+) 2 19/(34%) 20 (36%) 17(30%)

Linfociti B Naive Attivati 2 o o 0

(CD27-CD10+CD38+-IgD+CD21low) 0(0%) 44 (79%) 12 21%)

Linfociti B Marginal zone

(CD27+ IgD+ [gM+) 2 19 (34%) 22 (39%) 15 (27%)

Linfociti B CD21 low CD18 low 2 0 (0%) 42 (75%) 14 (25%)

(Lcl‘gggflgs_“igﬁf’)dzmemory 29 (52%) 17 (30%) 10 (18%)

Linfociti B Pre-Switched Memo

(CD27+ 1gD- IglJIV 12 Y 0 (0%) 42 (75%) 14 (25%)

Linfociti B IgD Memoria

(CD27+ IgD%r TgM-) 2 0 (0%) 51 (91%) 5 (9%)

(Lcnll)fg;‘_tllgD]_))"}’pl Negativi 0 (0%) 25 (45%) 31 (55%)

Linfociti B Doppi Negativi 2 2 o o o

(CD27- IgD- CD21 low) 0 (0%) 44 (79%) 12 (21%)
: o 5

(Lé%f;’;‘fg[)glgf)nablas“ 19 (34%) 27 (48%) 10 (18%)

\

E stata condotta un'analisi del profilo di maturazione dei linfociti B su un campione
di 56 pazienti, rappresentando il 67% della popolazione totale studiata. Tale analisi

ha rivelato una riduzione significativa delle cellule B Switched Memory in 29 dei

2 L’analisi del profilo di maturazione B é stato eseguito in 56 pazienti su 84.
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56 soggetti (52%). Inoltre, si ¢ osservato un incremento dei linfociti B doppi

negativi oltre 1 limiti di normalita in 31 pazienti su 56 (55%).

Non sono state identificate differenze significative nel confronto tra

sottopopolazioni linfocitarie tra neutropenia LL/LO NAI ed LL/LO NI .

Al contrario, valori inferiori alla norma di linfociti B sono stati osservati con
maggiore frequenza nella neutropenia LL, rispetto alla neutropenia con LO. In
particolare, 1 linfociti B (CD19+) risultavano ridotti nel 56% dei casi di neutropenia
LL, rispetto al 28% dei casi di neutropenia LO, con una significativita statistica
(p=0.017). Analogamente, ¢ stata rilevata una riduzione piu marcata delle cellule B
Switched Memory (CD27+IgD-IgM-) nei pazienti con neutropenia LL (62%)
rispetto a quelli con neutropenia LO (35%); tale riduzione ha raggiunto la

significativita statistica (p=0.033).

3.4. Analisi genetica

L’analisi genetica mediante il pannello NGS a 160 geni ¢ stata eseguita su 68 dei
84 pazienti, pari all'81% del campione totale. Tra 1 pazienti sottoposti a questo
esame, 40 (59%) hanno mostrato risultati negativi o erano portatori di varianti
classificate come benigne (B) o probabilmente benigne (Likely Benign, LB)

secondo i principali database genetici.

Nei rimanenti 28 pazienti (per un totale di 29 varianti), che rappresentano il 41%
del gruppo analizzato, sono state identificate varianti di significato incerto (Variants
of Uncertain Significance, VUS), varianti patogeniche (P) e varianti probabilmente
patogeniche (Likely Pathogenic, LP). In particolare, sono state riscontrate 9 varianti
patogeniche: 7 varianti sono state rilevate nel gene TNFRSF13B (pari al 78% delle
varianti patogeniche), una variante ¢ stata identificata nel gene CARDI11 (11%) e
un paziente ha mostrato una delezione del gene FAS ligando, rappresentando 1'11%

delle mutazioni patogeniche identificate.

Per quanto riguarda le VUS identificate in 19 pazienti (28%) sono state identificate
due mutazioni nel gene CARDI1 e una variante del gene AIRE, classificate come
hot-VUS. Queste mutazioni, sebbene non possiedano un significato patogenico
certo, potrebbero avere comunque un certo ruolo nella patogenesi della neutropenia.
Inoltre sono state rilevate undici varianti classificate come cold-VUS, il cui ruolo

quindi ¢, verosimilmente, trascurabile. Tali varianti riguardano i seguenti geni:
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CASP10, TINF2, DNM2, DDX41, LYST, RTEL1, RUNX1, SAMDOIL, TSR2 e
PIK3CD.

1 dati sono riassunti in tabella 13.
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Tabella 13: Caratteristiche genetiche, cliniche ed immunologiche nei pazienti portatori di varianti P/LP o hVUS.

Tipo di o
' o _ Clinica Frequenza .
Pz Gene Variante Ereditarieta neutropenia ] VarSome
N : : allelica
AIN/IN | LO/LL Segni clinici Autoimmunita
Malattia celiaca, infezioni
1 TNFRSF13B p-(Alal81Glu) AD/AR AIN LO ) . Si 0.54 LP
ricorrentl
Infezione delle alte vie
2 TNFRSF13B p-(Leu69Thrfs*12) AD/AR IN LL ) ) No 0.040 LP
respiratorie
3 | TNFRSF13B p-(Ile87Asn) AD/AR IN LO Febbre ricorrente No 0.046
4 | TNFRSF13B p-Cys193Ter AD/AR AIN LO Asma allergico No 0.0056
Infezione delle alte vie
5 CARDI1 p-(MetllIle) AD/AR AIN LL ) ) No ND P
respiratorie

6 FASL Del ex 124 AD AIN LO ALPS Si ND P

7 | TNFRSF13B p-(Trp40Arg) AD/AR IN LL ALPS, aftosi ricorrente No 0.0044 P

8 | TNFRSFI13B P.(Cys104Arg) AD/AR IN LO Artralgie No 0.034 P

9 | TNFRSFI13B p-(Ser144) AD/AR IN LO FUO No ND P
10 AIRE ¢.132+12_1400+195del AD/AR IN LO Tiroidite Si ND hVUS
11 CARD 11 p.(Tyr393 Ser394delinsPheLeu) AD/AR IN LL Tonsillite No ND hVUS
12 CARDI1 p-(Ser439Phe) AD/AR IN LO HSV No 0.0028 hVvUS
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Non sono state osservate differenze significative nella frequenza delle varianti

genetiche tra le categorie di neutropenia NAI e NI, né tra le categorie LO e LL.

E stata esaminata la correlazione tra caratteristiche immunologiche e cliniche in
soggetti portatori di varianti VUS o LP/P e in soggetti negativi per tali varianti. Non

sono emerse differenze rilevanti tra i due gruppi.

Tuttavia, i soggetti portatori di varianti degne di significato presentano un’eta di
esordio inferiore (mediana di 9 anni, IQR 2.5-13.5 anni) rispetto ai soggetti privi di
mutazioni (mediana di 11 anni, IQR 2-16 anni) (p=0.0175). Questa relazione ¢
ulteriormente validata mediante I'analisi dei pazienti suddivisi per fasce di eta al

momento dell'ultimo follow-up. | pazienti sono stati classificati in cinque gruppi di

eta;
e 0-4 anni;
e 5-9anni;
e 10-14 anni;
e 15-19 anni;

e Maggiore di 20 anni.

Si osserva che il rischio relativo di identificare una mutazione genetica significativa
e dell'l1% nel gruppo 0-4 anni e diminuisce progressivamente fino al 5% nel

gruppo oltre i 20 anni.

Non é stata rilevata alcuna relazione significativa tra le varianti genetiche di rilievo
(VUS, LP e P) e i differenti parametri immunologici Al contrario, si € evidenziato
un aumento significativo dei linfociti B doppi negativi (DN), un importante marker
ematologico di autoimmunita, nei pazienti senza mutazioni germinali significative
(33% contro 0%) (p=0.006).

3.4.1. Whole Exome Sequencing

Sono disponibili alcuni dati dell’analisi dell'intero esoma (Whole Exome
Sequencing, WES) effettuato in un ristretto gruppo di pazienti (n=9) che non

avevano evidenziato varianti significative mediante I'analisi NGS. Tra i nove

49



pazienti sottoposti a WES, otto (89%) presentavano un titolo anticorpale contro il

neutrofilo positivo, mentre uno (11%) aveva un titolo anticorpale negativo.

L'analisi WES ha mostrato la presenza di due varianti in due pazienti. In particolare,
e stata identificata la presenza di una mutazione in eterozigosi del gene BRCAL
(p.Asp1739Gly) ereditata dal padre ed una variante #0t-VUS in eterozigosi del gene
RELA2 (p.s536del).

3.5. Machine Learning

Per individuare potenziali modelli nei dati che potrebbero essere stati trascurati da
analisi statistiche tradizionali, sono state applicate tecniche di apprendimento
automatico non supervisionato all'intero set di dati. Poiché la presenza di valori
mancanti puo compromettere l'affidabilita delle analisi, ¢ stata valutata la quantita
di valori mancanti per ciascuna caratteristica dei pazienti e dei dati di laboratorio.
Ventisei delle 58 caratteristiche avevano circa il 4,8% di valori mancanti. Per
mitigare 1'impatto di questi valori sull'analisi, sono state escluse 17 caratteristiche
con piu del 20% di dati mancanti, mentre le altre sono state imputate seguendo la

metodologia descritta nella sezione "Pazienti ¢ Metodi".

Per ridurre la dimensionalita dei dati, sono stati estratti 17 fattori che spiegavano
complessivamente oltre 1'80% della varianza totale. Questo dataset trasformato ¢
stato poi utilizzato per eseguire un'analisi di clustering k-means non supervisionata.
Per determinare il numero ottimale di cluster ¢ stata impiegata 1'analisi della
silhouette, che ha prodotto un punteggio di silhouette di 0,12, indicante una

separazione limitata tra i cluster.

Il numero di cluster corrispondente al punteggio di silhouette piu elevato ¢ stato
scelto come numero ottimale. L'analisi k-means ha portato all'identificazione di due
gruppi, rispettivamente composti da 37 e 26 pazienti. | risultati sono riportati in

figura 7.
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Figura 7: I cluster sono rappresentati in blu (cluster 1) e rosso (cluster 2). Le neutropenie autoimmuni sono
indicate con cerchi, mentre le neutropenie idiopatiche sono indicate con croci.
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Non ¢ stata identificata alcuna associazione statisticamente significativa tra i cluster
identificati e il tipo di neutropenia (LO/LL NAI e NI) mediante il test esatto di
Fisher (p>0,05). Questo risultato indica che I'approccio di apprendimento
automatico non ha trovato prove sufficienti per affermare un'associazione tra i
cluster e i tipi di neutropenia, confermando cosi un elevato grado di sovrapposizione

tra le categorie LO/LL NAI e NI.
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DISCUSSIONE

Questo studio esamina un'ampia coorte di pazienti affetti da neutropenia non
remittente che non rientra nelle due forme classiche di neutropenia: neutropenia

autoimmune e neutropenia idiopatica primitiva dell'infanzia.

Nella letteratura recente queste forme sono denominate neutropenie Late Onset
(LO) e Long Lasting (LL). Con queste espressioni si descrivono neutropenie ad
esordio precoce (entro i tre anni) senza remissione o ad esordio tardivo (dopo 1 tre
anni), anch'esse senza remissione apparente, € sembrano costituire una categoria

distinta.

Nella popolazione studiata, la caratteristica ematologica piu rilevante alla diagnosi

¢ la presenza di una neutropenia di grado lieve o moderato.

La leucopenia, associata alla neutropenia, ¢ stata riscontrata nel 74% della
popolazione studiata e mostra una tendenza al peggioramento durante il follow-up,
come illustrato nella Figura 4. Inoltre, i livelli di linfociti tendono a diminuire nel
tempo, con una riduzione piu pronunciata nelle forme caratterizzate dalla presenza

di anticorpi (LL/LO NAI) rispetto a quelle senza anticorpi (LL/LO NI) (p=0,001).

Alla presentazione iniziale, la neutropenia ¢ per lo piu di tipo moderato, con valori
di NA tra 0.5 e 1.0 x 10° cellule/L e non si associa a una frequenza elevata di
infezioni gravi. La percentuale di pazienti con infezioni gravi ¢ dell’11%, simile a
quanto riportato in studi precedenti su popolazioni affette da neutropenia

autoimmune primitiva e idiopatica dell’infanzia . 752

Le infezioni pit comuni sono quelle delle vie respiratorie superiori (56%), seguite
da infezioni del cavo orale (48%), da condizioni febbrile di origine sconosciuta
(35%), otiti (26%) e infezioni cutanee (22%). Le infezioni del cavo orale presentano
il piu alto tasso di ricorrenza (73%), seguite dalla febbre di origine sconosciuta
(63%). Non sono state osservate infezioni opportunistiche. In generale, le
manifestazioni infettive sono per lo piu paucisintomatiche o assenti; il 26% dei
pazienti non ha presentato infezioni durante il follow-up e il 60% ha riportato
infezioni non gravi. Considerando il fenotipo lieve della neutropenia, ¢ probabile
che questa condizione rimanga asintomatica per un periodo prolungato e che si

manifesta solitamente nella tarda adolescenza o in eta adulta.
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Spesso viene scoperta casualmente in etd avanzata, tale modalita di rilevazione

giustifica la definizione di "insorgenza tardiva”.

I sintomi autoimmuni sono assenti all'esordio della neutropenia, ma diventano
manifesti durante il follow-up in una percentuale significativa di soggetti.
L'incidenza cumulativa dei sintomi autoimmuni ¢ del 23% dopo 6 anni di follow-
up e del 55% a 20 anni. Non si osservano differenze significative nell'incidenza dei
fenomeni autoimmuni tra le categorie di pazienti con e senza titolo anticorpale

positivo, né tra quelli con neutropenia ad insorgenza tardiva e di lunga durata.

L'analisi delle sottopopolazioni linfocitarie ha rivelato un pattern caratteristico in
una parte dei pazienti, gia parzialmente identificato in un precedente studio del

nostro gruppo su pazienti con neutropenia autoimmune "atipica". '°?

Nella presente coorte, si osserva una riduzione rispetto ai range di riferimento dei
linfociti B (CD19+) e NK (CD3- CD16+ CD56+), rispettivamente nel 36% e 31%
dei casi. Per quanto riguarda il profilo di maturazione delle cellule B, analizzato nel
67% dei pazienti, si osserva una riduzione dei linfociti B memoria (CD19+ CD27+)
e Switched Memory (CD27+ IgD- IgM-) rispettivamente nel 44% e 52% dei casi.
In aggiunta si osserva un aumento dei linfociti B doppi negativi (CD27- IgD-) nel

55% della popolazione studiata.

Le sottoclassi di linfociti T mostrano, in una quota rilevante di pazienti, un aumento
dei linfociti T gamma-delta (CD3+ TCRyo+) e dei linfociti T attivati (HLA-DR+),
rispettivamente nel 63% e 43% dei casi. Si osserva anche una riduzione dei linfociti
T regolatori (CD3+CD4+CD25brCD45RA+) nel 72% dei casi. Si osserva inoltre
un aumentodelle cellule T naive effetrici e memoria sia CD4+ che CD8 + a scapito

delle cellule naive.

Un pattern immunologico simile, combinato T/B, ¢ stato descritto anche in pazienti

122 V'artrite

affetti da alcune patologie autoimmuni, come la sindrome di Sjégren

123.124 ¢ il lupus eritematoso sistemico (LES) '?°. Le caratteristiche

reumatoide
comuni a queste malattie autoimmuni, riscontrate anche nella nostra coorte,
includono una riduzione dei linfociti B memoria (CD19+ CD27+) e un aumento dei
linfociti B doppi negativi (CD27- IgD-). Nei pazienti con sindrome di Sjogren, in
special modo, si osserva un pattern di attivazione con un aumento dei linfociti HLA-

DR+ e dei linfociti T gamma-delta, e una riduzione dei linfociti T regolatori '?°,

53



analogamente a quanto rilevato nella maggior parte della nostra popolazione. Allo
stesso modo anche la riduzione dei linfociti B Switched Memory (CD19+ CD27+
IgD-), dei linfociti T CD4+ e CD8+ Naive e dei linfociti T regolatori ricalca il

modello sopracitato anche in una corte di pazienti con citopenia autoimmune. 2/

Nel confronto tra forme autoimmuni ed idiopatiche nell’ambito dell’immunologia
non si sono rilevate sostanziali differenze. Se 1’analisi di confronto viene effettuata
tra le forme LO ed LL, indipendentemente dalla presenza o assenza di anticorpi, €
possibile rilevare che le forme a lunga persistenza (LO) presentano piu
frequentemente un livello di linfociti B (CD19+) e linfociti B Memory inferiore alla
norma. Tale riscontro puo essere correlato all’eta, dal momento che 1 pazienti LL
possiedono un sistema immunitario piu immaturo. Inoltre nel gruppo LL ¢ stata
osservata una frequenza maggiore di varianti patogeniche, come discusso nel

successivo paragrafo.

Sia il fenotipo clinico che quello immunologico sembrano indicare la presenza di
meccanismi caratteristici dell'immunodisregolazione. Con il fine di identificare tali
processi ¢ stata avviata un'analisi genetica utilizzando un pannello NGS
comprensivo di 160 geni associati all'immunodisregolazione e all'insufficienza

midollare.

I risultati hanno rivelato che nel 13% dei casi erano presenti malattie congenite
dell''mmunita. Tali condizioni sono identificate come immunodisregolazioni
primarie (Primary Immunodeficiency-Related Diseases, PIRD) e si manifestavano
prevalentemente come immunodeficienza comune variabile (Common Variable

Immunodeficiency, CVID).

Tra le mutazioni patogeniche, quelle che coinvolgono il gene TNFRSF13 sono
risultate essere le piu comuni, riscontrate in 7/9 (78%) pazienti . In questo contesto,
la neutropenia ¢ attribuibile alla ridotta tolleranza centrale delle cellule B, che porta
a un mancato riconoscimento degli antigeni self. La citopenia si manifesta
inizialmente come neutropenia isolata e puo evolvere, anche dopo molti anni, in
una citopenia multilineare refrattaria, come documentato in letteratura. '*® Tale
condizione evidenzia come le varianti del gene TNFRSF13 possano essere
responsabili del progressivo esaurimento della riserva cellulare delle B, che puo

richiedere anche decenni per rendersi manifesta.
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Nel paziente N5 ¢ stata individuata una seconda variante patogenica di tipo loss of
function (LOF) del gene CARDI1 (p.Metllle). Tale mutazione compromette
l'espressione di una proteina essenziale per la segnalazione della via NF-kB. La
ridotta espressione di questa proteina altera il meccanismo immunitario di controllo
del self determinando autoimmunita %, di cui, nel caso specifico del paziente N3,

la neutropenia autoimmune ne ¢ segno tangibile.

Nel paziente N6 ¢ stata individuata un'ampia delezione del gene FAS (Del 1-4).
Questa mutazione altera la funzionalita della via FAS/FASL, fondamentale per la
regolazione dell'apoptosi. Tale disfunzione ¢ alla base della sindrome autoimmune
linfoproliferativa (Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome, ALPS)?°. La
sindrome ALPS ¢ caratterizzata da un fenotipo clinico tipico, nella quale la
citopenia autoimmune e, in particolare, la neutropenia, emerge come epifenomeno
della malattia. Secondo la piu recente classificazione del NIH (National Institutes
of Health), la neutropenia associata ¢ classificata come criterio diagnostico

secondario. 3!

In una porzione rilevante del campione, pari al 20%, sono presenti varianti di
significato incerto, per le quali attualmente non si puo escludere un possibile ruolo

nella genesi della neutropenia.

Tra queste, tre mutazioni sono state classificate come hot-VUS a causa del loro

elevato potenziale causativo. !

Due mutazioni riguardano il gene CARD11 (pazienti N11 e N12) come indicato in
Tabella 10). Entrambe le mutazioni sono presenti in una zona del gene che ¢ definita
“hotspot”, essenziale per il corretto funzionamento del gene; mutazioni in questa
regione hanno un’elevata probabilita di determinare una perdita di funzione. '* Il
quadro immunologico dei due pazienti ¢ molto simile a quello del paziente N5,
caratterizzato da un deficit di linfociti T regolatori e di B memoria. Questi due
elementi fanno ipotizzare che vi sia un importante ruolo patogenico delle mutazioni

VUS nei soggetti portatori.

Nel paziente N10 ¢ stata identificata una mutazione sul gene AIRE. Le mutazioni
in questo gene compromettono la selezione timica determinano, quindi, la

produzione di linfociti T autoreattivi. Tale condizione prende il nome di
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Poliendocrinopatia Autoimmune di tipo 1 o sindrome APECED (Autoimmune

PolyEndocrinopathy-Candidiasis-Ectodermal Dystrophy). '3

La sindrome APECED presenta un quadro clinico sistemico, caratterizzato da
candidiasi mucocutanea cronica, espressione dell’immunodeficienza acquisita, ¢ da
anomalie endocrine quali l'ipoparatiroidismo e l'insufficienza surrenalica, dovute
all'infiltrazione di linfociti T autoreattivi nei tessuti endocrini. '3* Tuttavia, ¢&
importante sottolineare che il paziente in esame presenta un quadro clinico non
completamente sovrapponibile a quello tipico della APECED. Per tale ragione,
l'interpretazione della patogenicita di tale mutazione deve essere assunta con
cautela e necessita di ulteriori approfondimenti diagnostici. Altre indagini, come
analisi funzionali della proteina AIRE o studi di sequenziamento del genoma
completo, potranno contribuire a definire il ruolo patogenetico della mutazione

1dentificata.

Una parte significativa del campione in esame presenta varianti a significato incerto
(Variants of Uncertain Significance, VUS) che attualmente non sembrano essere
responsabili del quadro clinico osservato. E essenziale sottolineare che la
riclassificazione delle VUS in termini di significato patogenetico ¢ un evento
frequente: con il progredire delle tecnologie e I'aggiornamento dei database
genetici, alcune VUS potrebbero acquisire un valore patogenetico, mentre altre
potrebbero essere rivalutate come non patogenetiche. Pertanto, l'interpretazione
della patogenicita delle VUS identificate in questo studio deve essere considerata

con cautela e necessita di un follow-up continuo.

In questo studio, 1 dati WES sono stati ottenuti per 9 pazienti. Tale analisi ha
evidenziano la presenza di due varianti significative in due geni chiave: RELA2 e

BRCAL.

E interessante notare che la variante #oz-VUS in RELA2 sia stata identificata in una
paziente con afte ricorrenti, coerentemente con il ruolo causale di questo gene
nell'aftosi ricorrente di tipo 3. La presenza della stessa variante nella madre
asintomatica della paziente suggerisce una penetranza incompleta della mutazione

0 una trasmissione non esattamente intesa nel senso mendeliano del termine.

La mutazione in BRCAI1 ¢ stata identificata in eterozigosi. Tale riscontro ¢

particolarmente rilevante nel contesto clinico studiato, considerata la storia
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familiare del paziente caratterizzata da una forte incidenza di neoplasie gravi e
precoci nel ramo paterno. Le varianti in eterozigosi di BRCA1 sono notoriamente
associate a un rischio aumentato di sviluppare tumori al seno, alle ovaie ¢ ad altri

organi. >

L'identificazione di varianti genetiche associate all'immunodisregolazione ¢
risultata piu frequente nei soggetti di giovane eta, con un rischio relativo (RR)
dell'11% fino ai 4 anni, rispetto agli adulti, che mostrano un RR del 5% oltre 1 20
anni. Tuttavia, tale differenza non ha evidenziato una significativita statistica tra le
forme con e senza presenza di anticorpi, né¢ tra quelle con insorgenza precoce €

tardiva.
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CONCLUSIONI

In sintesi i risultati di questo studio evidenziano un fenotipo di neutropenia
caratterizzato da una gravita lieve e una bassa incidenza di infezioni severe, ma con
una marcata propensione allo sviluppo di manifestazioni autoimmuni nel corso del
follow-up. L'immunodisregolazione associata a questo fenotipo pud rimanere
asintomatica per decenni, spesso sfuggendo all'osservazione clinica, ma tende a

manifestarsi durante la tarda adolescenza o 1'eta adulta.'?

La leuco-neutropenia e la linfocitopenia progressiva possono costituire indicatori
precoci della neutropenia LO/LL, in parallelo al riconoscimento di un pattern
immunologico specifico. L'identificazione tempestiva del fenotipo € cruciale per
indirizzare gli approfondimenti genetici necessari e per stabilire un monitoraggio
accurato non solo delle citopenie, ma anche degli aspetti correlati
all'immunodisregolazione. Questo include, ad esempio, il controllo longitudinale
dei livelli delle immunoglobuline e la sorveglianza delle manifestazioni

autoimmuni.

Il rilevamento degli anticorpi anti-neutrofilo, tradizionalmente utilizzato per
discernere le neutropenie autoimmuni e idiopatiche, sta perdendo rilevanza, poiché
queste due forme appaiono sostanzialmente simili in molti aspetti considerati . Cio
¢ dimostrato non solo dall’ analisi statistica tradizionale, ma anche dall’

applicazione della Machine Learning.

Sebbene queste forme di neutropenie “atipiche” siano state inizialmente considerate
acquisite, meritano la dizione di “verosimilmente congenite” per la possibile
associazione a geni di PIRD (Primary Immune Regulatory Disorders, PIRD).

seppur rilevati in una quota minima del campione .

L’ uso di metodi piu sensibili, ’ampliamento del campione oltre che la revisione
sistematica delle varianti di significato incerto, potrebbero aumentare 1’ accuratezza

diagnostica.

Inoltre, in alcuni soggetti sono state descritte mutazioni non presenti nei genitori,
suggerendo che il classico modello di trasmissione mendeliana potrebbe non

spiegare tutte le varianti osservate.
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In una prospettiva interpretativa pit moderna, ¢ possibile che i disordini in esame
non si presentino come classiche malattie monogeniche. Piuttosto, il fenotipo di
questi disturbi potrebbe essere influenzato da varianti genetiche multiple

(caratteristiche delle malattie poligeniche) o da fattori ambientali.'®
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