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La linfoistiocitosi emofagocitica é un disordine assai raro, gravissimo, genetico o acquisito. La comprensione dei mec
canismi patogenetici, e anche di quelli che ne consentono la curabilita, é nello stesso tempo sorprendente e “mind-

opening”.

L a linfoistiocitosi emofagocitica (LE)
€ una malattia grave con sindrome
iperinfiammatoria causata da una rispo-
sta immunitaria incontrollata e ineffica-
ce. Le sue manifestazioni principali so-
no: febbre persistente senza causa ap-
parente, epatosplenomegalia, pancito-
penia; 'esame morfologico dell’aspirato
midollare permette di escludere una
leucemia e documentare, nella meta dei
casi, immagini di emofagocitosi.
Nell'individuo immunocompetente
i meccanismi di citotossicita, mediati
principalmente dalle cellule natural kil-
ler (NK) e dai linfociti T citotossici
(LTC), consentono il riconoscimento e
I'eliminazione delle cellule infettate da
patogeni intracellulari e delle cellule
tumorali, mantenendo 'omeostasi del-
I'organismo. Le funzioni effettrici delle
cellule NK e LTC sono mediate dall’e-
socitosi di granuli citolitici preformati,
contenenti perforina, granzimi e altre
serino-proteasi, nella sinapsi immuno-
logica che si forma tra la cellula effet-
trice e la cellula bersaglio. Prima di ri-
lasciare il loro contenuto nello spazio
intercellulare, i granuli citolitici devono
“polarizzarsi” all'interno del citoplasma
per confluire al sito di contatto, quindi
aderire alla membrana plasmatica e
fondersi con essa. Una volta rilasciata
dalle cellule citotossiche, la proteina
perforina si ancora alla cellula bersa-
glio e polimerizza a formare canali
transmembrana che permettono il pas-
saggio dei granzimi e di altre serino-
proteasi nel citoplasma della cellula
bersaglio; questo ne induce I'apoptosi,
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Summary

Haemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH) is a severe hyperinflammatory syndrome
caused by uncontrolled but ineffective immune response. Inherited human disorders cau-
sing the defect of selected proteins involved in the cellular cytotoxicity machinery are re-
sponsible for this disease. Since 2000 some genes, whose mutations cause the disease,
have been progressively identified. Occasionally a transient state of functional impairment
may result from a contingent situation; these patients without evidence of a genetic defect
are defined as affected by “secondary” or “acquired” HLH. The international cooperati-
ve effort has allowed to develop, by prospective trials, an effective therapy that today ena-
bles most affected children to be cured. A diagnostic strategy based on clinical criteria and
functional assays has also been defined, thus providing a strong support to the clinical dia-
gnosis and directing early start of specific therapy. On this basis, genetic diagnosis can
now be directed to the gene(s) most likely involved; definitive diagnosis allows to define
indication to haematopoietic stem cells transplantation, familial genetic counselling, with
prenatal diagnosis. Investigation of these rare genetic cases provided important clues for
better understanding some mechanisms of the immune system in humans.

attraverso meccanismi caspasi-dipen-
denti e indipendenti** (Figura 1).

La LE si sviluppa per un difetto di at-
tivita citotossica che previene l'effi-
ciente rimozione degli antigeni e la
down regulation della risposta immu-
nitaria; come risultato, si ha una persi-
stente attivazione e proliferazione dei
LTC e delle cellule NK*’, con produ-
zione di grandi quantita di citochine,
tra cui IFN-y, TNF-a e GM-CSF, che
portano all’attivazione degli istiociti
(macrofagi e cellule dendritiche). Que-
ste cellule a loro volta si dirigono ai si-
ti di attivazione di LTC e cellule NK,
causando la formazione di infiltrati tis-

sutali e la secrezione di elevati livelli di
citochine infiammatorie, come TNF-a,
IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, I1-12, IL-18*. Lin-
filtrazione tissutale e l'ipercitochine-
mia causate dai linfociti e dagli istiociti
attivati sono responsabili delle manife-
stazioni cliniche della LE, e in partico-
lare del danno tissutale, a carico di fe-
gato e cervello, che puo risultare fatale.

11 difetto di attivita citotossica puo es-
sere il risultato di alterazioni di proteine
diverse su base costituzionale. La ri-
cerca in questo campo ha permesso di
identificare numerosi difetti genetici
che danno origine alla LE. Occasional-
mente uno stato transitorio di insuffi-
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SINTESI DI ALCUNE CARATTERISTICHE DEI DISORDINI GENETICI
ASSOCIATI ALLA LINFOISTIOCITOSI EMOFAGOCITICA
Sottotipo Classificazione Locus Proteina Difetto di ScreeninF Modello Note
OMIM genetico affetta citotossicita funzionale animale
LEF1 603552 9q21.3-22 Non nota Non noto Non noto -
LEF2 267700 9q21.3-922 Perforina Completo Difetto Pfn1 /-
espressione perforina
LEF3 608898 17925.1 Munc13-4 Completo Difetto jinx
degranulazione
LEF4 603552 6q24 Sintaxina11 Moderato Difetto -
degranulazione
LEF5 613101 19p Munc 18-2 Moderato Difetto - Ipogammaglobulinemia
degranulazione cﬁsturbi gastrointestinali
manifestazioni emorrogiche
Griscelli 607624 1521 RAB27a Completo Difetto ashen Ipopigmentazione
tipo 2 degranulazione
Chédiak- 214500 1942.1- LYST Completo Difetto beige Ipopigmentazione,
Higashi q42.2 degranulazione granuli giganti
Hermansky- 608233 5q14.1 Adaptor Completo Difetto pearl Ipopigmentazione,
Pudlak tipo 2 protein-3 (AP3) degranulazione granuli giganti
XLP 1 308240 Xp25 SH2D1A Possibile Difetto -
espressione SAP
XLP 2 300635 Xp25 XIAP o BIRC4 Assente Difetto -
espressione XIAP
Tabella |

Figura 1. Linfocita NK che riconosce una cellu-
la bersaglio e polarizza il citoscheletro (tubulina,
rosso) e i granuli litici (perforina, verde) verso
la cellula bersaglio. I nuclei sono colorati in blu
con Hoechst.

cienza funzionale puo scaturire da una
situazione contingente; l'interesse dei
ricercatori e focalizzato oggi anche su
questi pazienti in cui, apparentemente,
non e dimostrabile un difetto costitu-
zionale e per questo definiti come af-
fetti da forme “secondarie” o “acquisi-
te” di LE.
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LINFOISTIOCITOSI EMOFAGOCITICA
FAMILIARE (LEF)

La prima descrizione della forma fa-
miliare della malattia (LEF) risale al
1952 quando Farquhar e Claireaux
hanno descritto I'insorgenza, in due
fratellini, di una malattia caratterizzata
da febbre, citopenia, epatosplenome-
galia con esito rapidamente fatale no-
nostante il trattamento con antibiotici
e steroidi. Da questa prima descrizio-
ne & stata proposta, e poi confermata,
per la LEF una modalita di trasmissio-
ne ereditaria autosomica recessiva.
L'incidenza € stimata intorno a
1:50.000 nati. I sintomi sono di solito
presenti nei primi mesi di vita, ma va
ricordato che il 20% dei casi viene dia-
gnosticato oltre 1 5 anni di eta; recen-
temente sono stati descritti casi di
LEF anche in eta adulta™®,

La LEF é geneticamente eteroge-
nea, cioé puo essere causata da muta-
zioni in diversi geni, tutti coinvolti nel-
I'esocitosi mediata da granuli*.

A oggi sono stati identificati 5 loci
indipendenti implicati nella LEF, e il
difetto genetico sottostante ¢ stato
descritto per 4 di questi (Tabella I,
Box 1)*%,

IMMUNODEFICIENZE GENETICHE
ASSOCIATE ALLA LE

Altre condizioni genetiche con carat-
teristiche cliniche addizionali e distinti-
ve possono causare una sindrome clini-
ca che in larga parte si sovrappone alla
LE. Queste sono riassunte nel Box 2'**,

LINFOISTIOCITOSI EMOFAGOCITICA
ACQUISITA O SECONDARIA

I primi casi di LE “acquisita” sono
stati descritti nel 1979 in pazienti adul-
ti con un’infezione virale in seguito a
terapia immunosoppressiva®. Succes-
sivamente € divenuto evidente che la
LE puo comparire come complicanza
in pazienti, piu frequentemente adulti,
con malattie neoplastiche quali linfomi
o leucemie®. Anche trattamenti immu-
nosoppressivi che seguono un trapian-
to d’organo o di cellule staminali emo-
poietiche possono associarsi allo svi-
luppo di LE.

Oggi € noto che LE possono essere
osservate in pazienti precedentemen-
te sani che vadano incontro a un tratta-
mento che li rende immunodepressi
acquisiti. Triggers pitu frequenti pos-
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Box 1 -1 5 TIPI DI LINFOISTIOCITOSI FAMILIARE

Linfoistiocitosi emofagocitica familiare di tipo 1 (LEF1)
La mappatura genetica applicata a quattro famiglie consanguinee di origine pakistana ha permesso di identificare una regione di 7.8 cM
sul cromosoma 9q21.3-22". Purtroppo il difetto genetico alla base di questa forma non & stato ancora identificato.

Linfoistiocitosi emofagocitica familiare di fipo 2 (LEF2)

Il primo gene che & stato riportato come causa di LEF & PRF1, che codifica per la proteina perforina’. Come dimostrato in un modello di to-
po knock-out, I'assenza di perforina defermina la perdita della capacita citotossica”. Nei pazienti con LEF2 le mutazioni di PRF1 determi-
nano una riduzione, completa o parziale, della sintesi della proteina perforina che induce nell’alterazione del meccanismo di esocitosi me
diata da granuli delle cellule NK e T CD8+*'®.

Finora sono state identificate piv di 70 diverse mutazioni distribuite lungo i due esoni codificanti del gene'''*'®%; alcune di queste sono as-
sociate a specifici gruppi etinici: la mutazione c.1122G>A (p.W374X) & stata trovata con un‘alta incidenza nei pazienti turchi®, la
c.50delT(L17FsX) & predominante nei pazienti di origine africana (o afro-americanal e la ¢.1090-1091delCT(L364fsX) non & mai stata
identificata in pazienti non giapponesi®. In uno studio internazionale genotipo-fenotipo su 124 pazienti con LEF2 I'etd mediana alla dia
gnosi era di 3 mesi; un esordio piv tardivo era associato alla presenza di almeno una mutazione missense, che permette una funzione resi-
dua della proteina. L'aftivitd NK era assente o ridotta in tutti i pazienti valutabil?. Le mutazioni di PRF1 sono responsabili del 20-50% delle
LEF, in funzione della coorfe studiata'®?*?. La nostra osservazione personale in un’ampia popolazione di piv di 100 pazienti suggerisce
che circa il 40% dei casi fotali di LEF rientrino nel sottogruppo LEF2'* (Aricd M, 2011, dati non pubblicati).

Linfoistiocitosi emofagocitica familiare di tipo 3 (LEF3)
Nel 2003 un ferzo locus, 17g25, & stato riportato in associazione con la LEF. Il gene coinvolto, UNC13D, codifica per la proteina
Munc13-4, che contribuisce al priming dei granuli secretori e alla loro fusione con la membrana plasmatica?. Il difetto di Munc13-4 com-
promette |'entrata delle proteine effettrici, perforina e granzimi, nelle cellule bersaglio, deferminando un difetto di citotossicita cellulare e un
quadro clinico non distinguibile da quello della LEF2. E stato dimostrato che, se messe in coltura con cellule bersaglio suscettibili, le cellule
NK dei pazienti affefti da LEF3 esprimono bassi livelli dell’antigene di superficie CD107a (LAMP-1) in confronto ai controlli sani o ai pa
zienti con difefto di perforina. Questo tipo di analisi citofluorimetrica & diventato quindi uno strumento rapido e sensibile per I'identificazio
ne dei difetti di Munc13-4, caratterizzati da ridofta o assente degranulazione’. Circa il 30-40% dei casi di LEF appartiene a questo sotto-
gruppo®? (Aricd M, 2011, dati non pubblicati). Sono note pit di 50 diverse mutazioni di UNC13D72%%2, distribuite uniformemente lungo il
gene; fino al 15% di esse & responsabile di errori di splicing®. Non sono state descritte correlazioni tra gruppi etnici e specifiche mutazioni
con |'eccezione della c.1596+1G>C, la piv frequente in Giappone* e la ¢.754-1G>C, responsabile della maggior parte delle LEF3 in Co-
rea”. Nella pit ampia coorte di pazienti con LEF3 riportata fino ad oggi, |'etd mediana all’e
sordio era di 4 mesi, con un ampio range fino a 18 anni. Come nella LEF2, i pazienti con ak
meno una mutazione missense avevano un’etd di esordio dei sintomi piv tardiva. L'efd alla
diagnosi era significativamente pit alta nei pazienti con LEF3 rispetto ai pazienti con LEF2
quando erano considerate solo le mutazioni distruttive. Lo stesso studio dimostra aftivita cito-
tossica ridotta o assente in 44 dei 45 pazienti analizzati (98%})2.

Linfoistiocitosi emofagocitica familiare di fipo 4 (LEF4)

Sintaxina 11 (STX11) & un membro della famiglia di proteine coinvolte nella regolazione del
trasporto intracellulare, definite N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein, che si
trovano sulla membrana delle cellule bersaglio (FSNAREJ. L'interazione di queste proteine
con specifiche proteine SNARE vescicolari (v-SNARE) & coinvolta nel processo di ancoraggio
(docking) e di fusione delle vescicole con la membrana plasmatica”. A oggi é stato riporfato
un numero molto limitato di pazienti in cui la LEF & dovuta a mutazioni di STX11; benché la
quasi fofalita di essi provenga da famiglie di origine Curda®***, casi rarissimi rendono ne-
cessario esplorare anche questo gene in pazienti di origine caucasica o ispanica®. La recen-
te analisi di 15 pazienti affetti da LEF4 provenienti da un consorzio internazionale suggerisce
un’etd all’esordio pid elevata (mediana 12,2 mesi) ma con un quadro clinico non distinguibk
le da quello degli altri sottotipi di LEF (Sieni E, Arico M, 2011, dati non pubblicati).

Linfoistiocitosi emofagocitica familiare di tipo 5 (LEF5)

Di recente & stato descritto un nuovo gene LEF-correlato, STXBP2, che codifica per la proteina
Munc18-2, coinvolta nella regolazione del trasporto delle vescicole alla membrana plasmati
ca, in interazione con STX11; mutazioni di STXBP2 nei pazienti con LEF5 causano la perdita
di questa interazione a cui consegue una ridotta stabilita di enframbe le proteine’2. A oggi
sono state descritte 24 diverse mutazioni, in prevalenza di tipo missense®®*'#*, senza correla-
zione con specifici gruppi etnici. Apparentemente solo una minoranza di pazienti con LEF,
dal 6% al 14%**>* appartiene al sottogruppo LEF5. Sebbene quindi le informazioni su que-
sti pazienti siano limitate, sulla base di dati recenti su una coorfe di 34 pazienti provenienti
da tre centri di riferimento europei, |'etd mediana all’esordio & di 6 mesi e il fenotipo sembra
non distinguibile da aliri sotfogruppi****. Tuttavia va segnalafo che alcuni pazienti possono
avere una presentazione atipica con disturbi gastrointestinali, ipogammaglobulinemia e mani  Figura 2. Linfocita T citotossico con difetto di
festazioni emorragiche* (Sieni E, Aricd M, 2011, dati non pubblicati). Nei pazienti con LEF5  Munc18-2; microtubuli (verde) e granuli di
I'espressione di CD107a ¢ deficitaria cosi come I'attivia NK e T citotossica. Quindi sembra  perforina (rosso) sono polarizzati verso la
che Munc18-2 abbia un ruolo essenziale negli ultimi step della via secretoria per il rilascio  cellula bersaglio. I nuclei sono colorati in blu
dei granuli citotossici attraverso il legame con STX11 (Figura 2). con Hoechst.
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Box 2 - LE IMMUNODEFICIENZE GENETICHE ASSOCIATE ALLA LINFOISTIOCITOSI EMOFAGOCITICA

Sindrome di Chédiak-Higashi (SCH)

Menzionata per la prima volta da Béguez César, Chédiak e Higashi ne hanno descritto le caratteristiche cliniche peculiari#¢. SCH & una
malattia rara, autosomica recessiva, caratterizzata da albinismo oculocutaneo di grado variabile, diatesi emorragica di modesta entitd, infe
zioni batteriche ricorrenti e disfunzione neurologica progressiva; questi pazienti possono avere un decorso complicato da episodi tipo LE*°.
La malattia & causata da mutazioni del gene LYST (lysosomal trafficking regulator); I'omonima proteina & coinvolta nel traffico intercellulare e
sembra avere un ruolo nel dirigere le proteine lisosomiali verso la forma matura degli endosom'*? o nel regolare il processo di fusione o scis-
sione dei lisosomi®®. Le mutazioni che causano una perdita di funzione di LYST, nei pazienti con SCH e nel modello animale murino beige, de-
terminano |'incremento delle dimensioni dei lisosomi e degli organelli a essi correlati, fra cui melanosomi, corpi densi piastrinici e granuli cito
litici**; per questo la presenza di corpi inclusi giganti in cellule ematopoietiche e melanociti & diventata il segno distintivo della malattia®. In
particolare, nelle cellule NK e LTC i granuli citotossici giganti polarizzano alla sinapsi immunologia, ma la loro secrezione & ostacolata por
tando dunque a un difetto di attivita citotossica®; la formazione anomala del melanosoma é responsabile del difetto di pigmentazione®. Sono
stati descritti vari fenotipi clinici correlati a diversi genotipi. Le mutazioni nonsense o frameshift, che portano all’assenza completa di proteina
o a una sua variante tronca, sono associate con la forma severa, a esordio precoce della malattia che si osserva in oltre i due ferzi dei pa
zienti ed & caratterizzata da infezioni fatali e dallo sviluppo di LE nella cosiddetta “fase accelerata”. Invece le mutazioni missense sono asso-
ciate alla SCH piv mite, a esordio tardivo, con disfunzione neurologica lentamente progressiva e infezioni ma senza una vera LE”.

Sindrome di Hermansky-Pudlak di tipo 2 (SHP-2)

La sindrome di Hermansky-Pudlak (SHP)*® definisce un gruppo di almeno ofto disordini genetici caratterizzati da albinismo oculocutaneo
parziale e manifestazioni emorragiche®, suscettibilita alle infezioni a causa di neutropenia congenita e ridotta attivita citotossicof®. E causa-
ta da mutazioni del gene che codifica per la subunita B-3A del complesso adaptor protein-3 (AP3)*', che causano ostacolo al trasporto del-
le proteine lisosomiali in alcuni tipi cellulari inclusi melanosomi, piastrine, cellule NK e LTC. L'alterato trasporto della tirosinasi, il substrato
per la sinfesi della melanina nei melanosomi, & responsabile dell'ipopigmentazione, mentre |'anomala direzionalita dell’elastasi neutrofila
contribuisce alla neutropenia®®. Il difetto di attivita citotossica & attribuito alla presenza di granuli citotossici aumentati di volume incapaci di
muoversi lungo i microtubuli e quindi di polarizzare alla sinapsi immunologicc™. Sebbene tutti i pazienti con SHP-2 a oggi analizzati ab-
biano un difetto di attivita citotossica, finora & stato riportato un solo caso di LE**, diversamente da quanto accade in tutti gli altri disordini
genetici associati a difetto di citotossicita (Tabella I). Rimane dunque da determinare se il difetto di attivita citotossica nei pazienti con SHP-
2 predisponga o meno allo svilupo di LE.

Sindrome di Griscelli di tipo 2 (SG-2)

La SG-2 & una rara malattia autosomica recessiva, la cui caratteristica clinica distintiva & la colo
razione grigio-argentea dei capelli che pud tuttavia essere anche estremamente sfuggente®®. La
mancanza dei corpi inclusi giganti e la presenza del tipico pattern microscopico di distribuzione
iregolare dei granuli giganti pigmentati la distingue dalla SCH”. E causata da mutazioni di
RAB27a® descritte oggi in pit di 100 pazienti; I'omonima proteina, una GTP-asi, interagisce con
Munc13-4 nella funzione delle cellule NK e LTC; il suo difetto causa incapacita dei granuli cito
tossici ad ancorarsi alla membrana plasmatica (Figura 3), mentre I'ipopigmentazione é da attri-
buire al difettoso rilascio dei melanosomi dai dendriti melanocitici®®”.

Sindrome linfoproliferativa X-linked di fipo 1 (XLP-1, malattia di Duncan)
La XLP & un’immunodeficienza primitiva, legata al cromosoma X, caratterizzata da una severa di
sregolazione immunitaria scatenata, nel 90% dei casi, da infezioni da Epstein-Barr virus (EBV*7°.
E dovuta a mutazioni di SH2D1A, che codifica per la signaling lymphocyte activation molecule
Figura 3. Linfocita T citotossico CD8+ (ver-  (SLAM)-associated protein (SAP)'72, proteina importante nello sviluppo, nella differenziazione e
de), con difetto di Rab27a, che riconosce ma  nelle funzioni effettrici delle cellule T, NK, NKT e probabilmente B. SAP & una proteina adattatrice
non uccide una cellula bersaglio con granu-  che si lega al dominio intracellulare di vari membri della famiglia SLAM, espressi da numerose
li colorati con LAMPI (giallo). I centrosomi  cellule del sistema immunitario, promuovendo la loro attivazione e/o differenziazione. In caso di
e i nuclei di entrambe le cellule sono colora-  difetto di SAP, la famiglia di recettori SLAM modifica la sua funzione e media segnali inibitori che
ti con tubulina (rosso) e Hoechst (blu). sopprimono le funzioni delle cellule del sistema immunitario. Il comportamento paradosso del re
cettore 2B4 pud quindi essere usato per la diagnosi di XLP”. | pazienti con XLP-1 presentano difet
ti di funzione o di sviluppo di varie cellule del sistema immunitario (linfociti T, NKT, NK e Bf*”, che rendono conto delle manifestazioni cliniche
della malattia. | fenotipi piv caratteristici sono rappresentati da: mononucleosi infettiva fulminante o LE associata a EBV (58% dei pazienti), ipo
gammaglobulinemia (30%), disordini linfoproliferativi incluso il linfoma maligno (20-30%) e alire manifestazioni meno comuni (anemia aplast
ca, vasculite, gastrite cronical’®”’. Pertanto i pazienti maschi con un quadro clinico di LEF devono essere indagati per una possibile XLP®.

Sindrome linfoproliferativa X-linked di fipo 2 (XLP-2)

Recentemente ¢é stato identificato un sottogruppo di pazienti con un fenotipo simile a XLP dovuto a mutazioni in BIRC4, il gene che codifica
per la proteina XIAP (X-inked inhibifor of apoptosis profein)”®, potente proteina anti-apoptotica che lega specifiche caspasi inibendole. La
maggior parte delle mutazioni di BIRC4 porta all’assenza di espressione della proteind®®. Come questo porti al fenotipo della sindrome
XLP rimane da spiegare. La funzione e il numero delle cellule NK e NKT sono normali nel topd® e nell'uvomo con mutazioni in BIRC47%. La
manifestazione clinica principale della XLP-2 & la LE (spesso associata a EBV); sono stati riportati anche casi di disgammaglobulinemia,
sebbene meno frequenti che in XLP-1, mentre a oggi non ¢é stato descritfo nessun caso di linfoma™®2. Nonostante XLP-1 e XLP-2 abbiano in
comune il locus genetico di origine e la suscettibilita a sviluppare LE, le due malattie presentano specificita cliniche e funzionalf®®. Rimane
dunque da chiarire se SAP e XIAP siano parte di una comune via di segnale, anche se un’interazione direfta tra queste due proteine sem
bra improbabile®. Il numero limitato di pazienti con XLP-2 a oggi descritti non permette una maggiore chiarificazione del fenotipo e delle
caratteristiche di questo sottogruppo di pazienti.
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Box 3 - LA SINDROME DA ATTIVAZIONE MACROFAGICA

La sindrome da attivazione macrofagica (MAS) pud essere osservata in bambini e adul-
ti con malattie autoimmunitarie, tra cui principalmente la forma sistemica dell’artrite
idiopatica giovanile (AIG-s) ma anche il lupus eritematoso sistemico (LES) o la malattia
di Kawasaki. Per la diagnosi di MAS sono state sviluppate linee guida che suggerisco-
no, come caratteri distintivi della MAS di grado severo: piastrinopenia, iperferritinemia,
evidenza di emofagocitosi al midollo osseo, ipertransaminasemia, neutropenia, febbre
continua persistente = 38 °C, riduzione della velocita di eritrosedimentazione, rapida
caduta dei valori di fibrinogeno e ipertrigliceridemia
zienti con AIG-s & stimata inforno al 7%, con una mortalita del 10-20%, comparabile a
quella precoce dei pazienti con LE. Il traftamento con ciclosporina A rappresenta |'at-
tuale standard per la MAS, ma alcuni pazienti possono necessitare di un trattamento
piU aggressivo che si sovrappone a quello della LE. Ci6 ¢ in linea con la constatazione
che, sebbene la maggior parte dei pazienti con MAS non presentino un difetto profon-
do di attivita citotossica, una ridotta espressione di perforina o SAP e la presenza di
mutazioni eferozigotiche nei geni correlati alla LEF possono lanciare un ponte tra le for-
me genetiche di LE e i meccanismi patogenetici della MAS?",
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incidenza della MAS nei po-

Sono essere virus comuni, ma occasio-
nalmente anche batteri, protozoi e fun-
ghi®¥®, I virus erpetici, e in particolare
Epstein-Barr virus (EBV) e citomega-
lovirus (CMV), rappresentano i pit fre-
quenti agenti infettivi associati allo svi-
luppo di LE. Le forme associate a EBV,
nella maggior parte dei casi, si presen-
tano con un quadro simile a quello di
una mononucleosi atipica e prolunga-
ta ma, seppur raramente, possono ave-
re decorso aggressivo e rapidamente
fatale equiparabile a quello delle forme
genetiche.

Raramente la LE puo complicare il
decorso di errori congeniti del meta-
bolismo come l'intolleranza alle protei-
ne con lisinuria mediante un meccani-
smo patogenetico ancora non chiaro.
Un quadro clinico simile alla LE, noto
come sindrome da attivazione macro-
fagica (MAS), puo essere osservato in
bambini e adulti con malattie autoim-
munitarie, tra cui principalmente la for-
ma sistemica dell’artrite idiopatica gio-
vanile (AIG-s) ma anche il lupus erite-
matoso sistemico (LES) o la malattia di
Kawasaki (Box 3)%*.

MANIFESTAZIONI CLINICHE
E DI LABORATORIO

La LE € una malattia grave ma insi-
diosa per il pediatra perché il quadro
clinico non € specifico. Il sospetto ini-
ziale di LE deve essere suscitato dall’i-
dentificazione di una sindrome che
comprende sintomi e segni clinici e al-
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terazioni di laboratorio. Le manifesta-
zioni pitt comuni della LE sono: febbre
prolungata e inspiegata, con negativita
delle emocolture e resistenza agli anti-
biotici, epatosplenomegalia e citope-
nia?*. Segni meno comuni della ma-
lattia sono linfadenopatia, ittero, rash,
edema. Fino al 30% dei pazienti pre-
senta alla diagnosi disturbi neurologici,
tra cui irritabilita, ipertono, paralisi dei
nervi cranici, convulsioni e alterazioni
dello stato di coscienza. L'esame del li-
quor evidenzia in oltre la meta dei pa-
zienti pleiocitosi, proteinorrachia o en-
trambe'®®. Lo studio TC o RM mostra
alterazioni, tra cui diffuse anomalie di
intensita di segnale nella sostanza
bianca nelle immagini T2-pesate, atro-
fia, lesioni focali iperintense, mieliniz-
zazione ritardata o calcificazione pa-
renchimale®*,

Illaboratorio rivela diverse anoma-
lie: i valori di piastrine e di emoglobina
sono solitamente ridotti; il fibrinoge-
no, il cui aumento € un marcatore clas-
sico dell'infiammazione, € invece ri-
dotto; i trigliceridi, ma non il coleste-
rolo, sono aumentati; i valori di ferriti-
na sono molto spesso alti o molto alti.
L’aspirato midollare, che si impone
nel sospetto di una leucemia, non mo-
stra blasti e in circa la meta dei casi
puo presentare, talora solo a un esa-
me accurato ed esperto, fenomeni di
emofagocitosi. Va ricordato che in al-
cuni casi la malattia puo avere un esor-
dio meno tipico, ad esempio con un
quadro prevalentemente neurologico,
o con una insufficienza epatica acuta o

fulminante'®%®, La maggior parte del-
le manifestazioni cliniche e di labora-
torio sono spiegate dalla sottostante
ipercitochinemia e dall’infiltrazione
d’organo. La febbre ¢ indottadalIl-1e
IL-6, la pancitopenia da elevati livelli
di IFN+y e TNF-a e dall’emofagocito-
si; l'ipertrigliceridemia € la conse-
guenza dell'inibizione della lipopro-
tein-lipasi da parte di TNF-a,; la ferriti-
na ¢ secreta dai macrofagi attivati in-
sieme a elevati livelli di attivatore del
plasminogeno responsabili dell'iperfi-
brinolisi.

STRATEGIA DIAGNOSTICA

Per venire incontro alle difficolta
dei clinici nel 1994 la Histiocyte Society
ha definito dei criteri diagnostici, poi
revisionati nel 2004 (Tabella II)*. Tut-
tavia la diagnosi di LE puo essere an-
cora difficile. Infatti i criteri diagnosti-
ci possono non essere presenti all’e-
sordio della malattia e svilupparsi piu
tardi durante il decorso clinico oppure
possono essere soddisfatti solo par-
zialmente. Con 'accumularsi dei casi,
grazie al lavoro cooperativo, si cerca
oggi di semplificare i criteri diagnosti-
ci'®. Allo scopo di contribuire a que-
sto dibattito, il nostro gruppo ha os-
servato che la combinazione di feb-
bre, splenomegalia e piastrinopenia
rappresenta il quadro clinico iniziale
per sospettare la LE; quando associa-
te a evidenza di iperferritinemia, que-
ste caratteristiche possono essere
considerate uno strumento molto sen-
sibile per indirizzare la diagnosi gia
nelle prime ore dallammissione an-
che in centri non specializzati®.

Differenziare le forme genetiche
di LE da quelle acquisite ¢ di fonda-
mentale importanza per le implicazio-
ni prognostiche e terapeutiche che ne
derivano, ma non & sempre facile. An-
che se I'esordio € molto precoce nella
maggior parte dei casi genetici, circa
il 20% di essi sviluppa la malattia ol-
tre i 2 anni di eta®, e casi a esordio
piu tardivo, fino al giovane adulto, so-
no segnalati sempre piu frequente-
mente!*?* Alcune informazioni clini-
che e anamnestiche possono essere
di aiuto nella diagnosi differenziale.
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CRITERI DIAGNOSTICI PER LA LINFOISTIOCITOSI EMOFAGOCITICA

1. Diagnosi molecolare consistente con LE

Febbre
Splenomegalia

Piastrine < 100x10°/I
Neutrofili < 1,0x10°/I

Trigliceridi = 265 mg/d|
Fibrinogeno < 150 mg/dl

Attivitd NK ridotta o assente
Ferritina = 500 ng/|

La diagnosi di LE puo essere stabilita se i punti 1 o 2 sono soddisfatti:

2. Criteri clinici e di laboratorio (5/8 criteri sottostanti):

Citopenia (che riguarda = 2 delle 3 linee nel sangue periferico):
Emoglobina < 9 g/dl (in lattanti < 4 settimane: Hb < 10 g/dl)

Ipertrigliceridemia e/o Ipofibrinogenemia:

Emofagocitosi nel midollo osseo o milza o linfonodi

CD25 (recettore IL-2) solubile = 2400 U/ml

Nota. Elementi di supporto alla diagnosi sono: sintomi cerebrali con moderata pleiocitosi e/o iperpro-
teinorrachia, transaminasi e bilirubina elevate, incremento di LDH.

Tabella Il

L'evidenza di consanguineita docu-
mentata o probabile, sebbene riporta-
ta in non pit del 25% dei casi, puo es-
sere informativa. Ancora piu rilevante
¢ la storia di un fratello/sorella morto
precocemente per cause non precisa-
te ma riconducibili a infezione, me-
ningite, sepsi, linfoma. La costellazio-
ne di segni e sintomi non & specifica
e lo stesso vale per le anomalie bio-
chimiche, nessuna delle quali é di per
sé specifica. Ovviamente, laddove
presente, un’alterazione del colore
dei capelli o degli occhi indirizza for-
temente la diagnosi. Un’accurata va-
lutazione clinica e specifici esami di
laboratorio dovrebbero essere effet-
tuati per escludere le principali cause
secondarie di LE. In particolare, la
leucemia acuta e rapidamente esclusa
dall’esecuzione, nelle prime ore dal
ricovero, di un aspirato midollare.
Sfortunatamente I'identificazione di
patogeni comuni, specialmente virus,
non aiuta nel distinguere le forme pri-
mitive da quelle secondarie, dato che
gli stessi agenti noti come causa di
LE acquisita possono anche scatena-
re la prima presentazione delle forme
genetiche. Diverso ¢ il caso della lei-
shmaniosi viscerale che si pu6 mani-
festare in modo molto simile alla LEF
e la cui identificazione € spesso con-
dizionata dall’eventuale endemia, e
quindi dalla frequenza di osservazio-
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ni e dalla consuetudine del pediatra a
questa diagnosi. Infatti, in aree non
endemiche, puo facilmente sfuggire
nella diagnosi diffenziale, e questo fa
comprendere perché casi sporadici di
leishmaniosi viscerale siano stati trat-
tati come LEF con conseguenze im-
portanti'”. E quindi raccomandato
che lo studio diagnostico di una so-
spetta LE comprenda sempre anche
un accurato esame morfologico del
midollo osseo, per la ricerca diretta
del parassita, ma anche la ricerca di
anticorpi specifici oltre al genoma
mediante PCR. Va precisato che il
trattamento specifico per I'agente in-
fettivo identificato puo essere utile
ma non sufficiente a controllare I'ipe-
rinfiammazione con la possibile ecce-
zione della LE indotta dalla Leishma-
nia che, nella maggior parte dei pa-
zienti, puo essere trattata efficamente
con il solo antiparassitario (gluconato
di antimonio o, pill recentemente,
amfotericina B liposomiale).

Di fronte a un bambino o a un gio-
vane adulto con il sospetto clinico di
LE il medico dovrebbe richiedere uno
screening funzionale presso un labo-
ratorio di riferimento'®. Il difetto per-
sistente di attivita citotossica
NK/LTC ¢é molto indicativo per una
LEF>™. Tuttavia questo test € com-
plesso e rimane confinato a pochissi-
mi laboratori di riferimento. Per facili-

tare il percorso di diagnosi, quindi,
sono stati sviluppati metodi di scree-
ning tali da confermare il sospetto cli-
nico e indirizzare l'analisi di mutazio-
ni'*%®, Lo studio in citofluorimetria
dei linfociti del sangue periferico per
valutare la capacita di esprimere
perforina permette di identificare i pa-
zienti con LEF2%. Basandosi sull’as-
sunzione che I'attivazione della catena
citotossica porta all’espressione del
marcatore di superficie CD107a, ab-
biamo successivamente dimostrato
che I'espressione di CD107a sulla
membrana delle cellule citotossiche
rappresenta uno strumento rapido per
I'identificazione dei pazienti con una
forma di LEF causata da un difetto di
degranulazione, tra cui LEF3, LEF4,
LEF59,37,42, e XL 106.

Nei rimanenti pazienti con un fon-
dato sospetto di LE genetica, nei quali
lo screening citofluorimetrico non di-
mostra un difetto, diventa davvero in-
dispensabile I'analisi dell’attivita cito-
tossica. Levidenza di un difetto con-
fermato e quindi persistente sosterra
fortemente la diagnosi di LE su base
genetica, eventualmente di un sottoti-
po diverso o ancora non identificato.

Lanalisi di mutazioni rimane il gold
standard per la diagnosi delle forme
genetiche di LE ed ¢ obbligatoria per
l'identificazione di un marker familia-
re. Secondo le conoscenze attuali un
difetto genetico puo essere assegnato
a circa 1'80% dei casi familiari, suppor-
tando l'indicazione al trapianto di cel-
lule staminali ematopoietiche (TCSE),
permettendo la selezione di donatori
familiari, il counselling e la diagnosi
prenatale. La riattivazione della malat-
tia in pazienti con ridotta attivita
NK/LTC e difetto genetico non asse-
gnato, ma anche in un piccolo nume-
ro di famiglie con normale attivita
NK/LCT, suggerisce che ci siano al-
meno altri due geni correlati alla LEF
ancora da identificare. A questo pro-
posito 'applicazione degli attuali test
funzionali puo permettere di selezio-
nare pazienti da sottoporre a studi ad-
dizionali come la microscopia confo-
cale e I'espressione di proteina al fine
di identificare i nuovi difetti e anche
di aumentare le conoscenze del mec-
canismo della citotossicita nell’'uomo.
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Linfoistiocitosi emofagocitica: una sfida diagnostica per il pediatra

MESSAGGI CHIAVE

[ La linfoistiocitosi emofagocitica (LE) &
una sindrome iperinfiammatoria cau-
sata da una risposta immunitaria in-
controllata e inefficace, secondaria a
infezione (EBV, CMV, e/o altri).

Q Il meccanismo di fondo della sindro-
me consiste in un difetto dei linfociti T
citotossici e dei Natural killer di rico-
noscere ed eliminare le cellule infettate
da patogeni intracellulari.

Q La forma familiare della malattia
(LEF) & geneticamente eterogenea, de-
terminata da geni diversi, tutti coinvol-
ti nella esocitosi mediata da granuli.
La terapia comprende inevitabilmente
il frapianto.

0 Quadri simili (sindrome da attiva-
zione macrofagica, MAS) si possono
osservare in malattie autoimmuni,
spontaneamente o a seguito di tratta-
menti citoriduttivi o immunosoppressivi.
O La terapia (LEF a parte) si basa su
protocolli antinfiammatori (classica-
mente, una combinazione di desame-
tasone, etoposide e ciclosporina).

Q Il trapianto di cellule staminali ema-
topoietiche & |'unica terapia risolutiva
nei casi con difetto genetico.

TRATTAMENTO

La LE e una malattia aggressiva, che
in passato si ¢ dimostrata rapidamente
fatale nella maggior parte dei pazienti
con difetto genetico se non trattati ap-
propriatamente'*®. Pertanto, € neces-
sario che in tutti i casi in cui il sospetto
appaia fondato la terapia sia iniziata
prontamente. Lo scopo immediato del-
la terapia ¢ quello di sopprimere lo sta-
to iperinfiammatorio ed eliminare le
cellule presentanti 'antigene, infettate
dai patogeni; questo permettera di ri-
muovere lo stimolo all’attivazione con-
tinua ma inefficace delle cellule cito-
tossiche. Sulla base dell’ampio studio
cooperativo HLH-94 condotto dalla Hi-
stiocyte Society, la combinazione di de-
sametasone, etoposide e ciclosporina &
definita come standard per la cura della
LE®. Con questa strategia la maggior
parte dei pazienti ottiene un controllo
della malattia entro 4-8 settimane.
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Per coloro nei quali € stato docu-
mentato un difetto genetico il TCSE co-
stituisce 'unico approccio terapeutico
potenzialmente curativo'”. In assenza
di un donatore familiare compatibile
(documentatamente esente dalla ma-
lattia) si utilizzera un donatore alterna-
tivo, sia esso adulto volontario non fa-
miliare selezionato attraverso le ban-
che, ovvero una unita di sangue cordo-
nale!®', Se é vero che un paziente con
LEF deve essere avviato tempestiva-
mente al trapianto, € altrettanto vero
che l'indicazione deve essere attenta-
mente valutata e confermata. Per evita-
re trapianti non necessari I'attuale stra-
tegia terapeutica suggerisce, per i pa-
zienti con normale funzione allo scree-
ning o anche normale attivita citotossi-
ca, di sospendere il trattamento dopo la
remissione clinica che si ottiene di soli-
to con le prime 8 settimane di terapia
combinata. In caso di riattivazione di
malattia, indice che il paziente é inca-
pace di mantenere una condizione libe-
ra da malattia in assenza di terapia, il
trapianto sara preso in considerazione
anche in assenza di un difetto genetico
identificato. Sono allo studio program-
mi cooperativi di terapia che introdu-
cono l'uso di siero anti-linfocitario (an-
ti-thymocyte globuline, ATG)™. Dati de-
rivanti dal modello animale'” suggeri-
scono che il blocco dell’attivita del-
I'TFN-y possa indurre il controllo della
malattia senza citoriduzione, con possi-
bili future implicazioni terapeutiche.

Indirizzo per corrispondenza:
Maurizio Arico
e-mail: m.arico@meyer.it
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