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Introduzione e Obiettivi

La Shwachman-Diamond syndrome (SDS) € un raro disordine autosomico recessivo solitamente
identificato nell’eta infantile (1,2,3), caraterizzato da insufficienza pencreatica e alterazioni
midollari spesso associate ad anomalie scheletriche e dello sviluppo neurologico (4-6). Ulteriori
aspetti clinici includono bassa statura, difetti nella crescita, disfunzioni del sistema immune, difetti
renali e cardiaci, malattie epatiche, diabete mellito e una predisposizione a sindromi
mielodisplastche (MDS) ed a lucemia mieloide acuta (AML) (7-11), per lo piu durante il secondo e
terzo anno di vita. Circa il 90% dei casi di SDS & associata ad una mutazione nel gene SBDS
(Shwachman-Bodian-Diamond syndrome) presente su cromosoma 7 (12). Tale gene codifica per
una proteina altamente conservata e multifunzionale, coinvolta nella biogenesi ribosomiale (13),
motilita cellulare (14), regolazione delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) (15) e stabilizzazione
del fuso mitotico (16). L'espressione di tale proteina € notevolmente ridotta ma non assente nella
maggior parte dei pazienti portatori della mutazione biallelica SBDS. Non & stato descritto nessun
paziente con 2 alleli SBDS non funzionanti, suggerendo che la completa perdita della funzione del
gene SBDS ¢ incompatibile con la vita (17). Dal punto di vista ematologico la pilt comune anomalia
e la neutropenia (4), solitamente intermittente, fluttuante da livelli bassi a normali; cid causa
ricorrenti infezioni batteriche che iniziano nel corso del primo anno di vita contribuendo
considerevolmente alla mortalita durante la prima infanzia. Ulteriori manifestazioni ematologiche
includono anemia e trombocitopenia (4,18) ed elevato rischio di sviluppare MDS e AML. A livello
midollare & stata riscontrata una bassa frequenza di cellule CD34+, che presentano in vitro una
ridotta capacita nel dare originare a colonie emopoietiche di tutti le filiere differenziative (19-22).
Tuttavia, oltre ad un difetto a livello della cellula staminale e di quella progenitrice, il midollo SDS
€ caratterizzato da anomalie a livello stromale, con scarsa capacita di supportare e mantenere
I’'emopoiesi mediata da cellule CD34+ in colture a lungo termine (20)

L’ obiettivo del progetto é:

e Analizzare le cellule staminali (CD34+CD38-) ed i progenitori emopoietici (CD34+CD38+) di
bambini e ragazzi affetti da SDS, con lo scopo di identificare possibili alterazioni nel loro
differenziamento.

e Valutare i cambiamenti fenotipici dei vari lineage emopoietici al fine di identificare possibili
alterazioni fenotipiche precoci, predittive dell’insorgenza di MDS.

Lo studio delle varie popolazioni cellulari e stato effettuato attraverso analisi citofluorimetrica.
Questa e una tecnica ben conosciuta nell’abito dell'immunoematologia, in quanto permette di
identificare differenti popolazioni cellulari attraverso il loro fenotipo e di valutarne lo stadio
maturativo attraverso |'espressione di antigeni di superficie che cambiano durante Ia
maturazione cellulare.



Metodi

I midollo di 14 pazienti, 9 maschi e 5 femmine, affetti da SDS (eta mediana 8 anni, range 1-37) e 6
donatori sani, 4 maschi e 2 femmine (eta mediana 6,5 anni, range 1-15) & stato ottenuto, dopo
consenso informato dei pazienti o dei genitori, dall’unita operativa dell’Oncoematologia Pediatrica
dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Integrata di Verona.

L'analisi immunofenotipica del comparto staminale pil immaturo e dei vari lineage emopoietici
(granulocitario, monocitario, eritrocitario e linfocitario B ) & stata effettuata mediante un pannello
di anticorpi che ha permesso di studiare la frazione cellulare di interesse (Tab. 1);

Tubi FITC PE PerCP PE-Cy7 APC APC-H7 _ [Note
#01 CD16 CD13 CD38 CD34 CD11b CD45 Granulo
#02 CD71 CD105 CD38 CD34 CD117 CD45 Eritro
#03 CD64 CD14 CD38 CD34 CD33 CD45 Mono
#04 CD20 CD10 CD38 CD34 CD19 CD45 B cell
#05 HLA-DR CD133 CD38 CD34 CD117 CD45 HSC
#06 CD25 CD90 CD38 CD34 CD33 CD45 HSC
#07 CD45RA CD45RO CD38 CD34 CD45 HSC

[Tab.1]

| campioni di midollo osseo sono stati aliquotati in provette da citometria, circa 1,5x106
cellule/provetta. Le cellule sono state marcate con combinazioni di anticorpi monoclonali secondo
guanto riportato in Tab. 1 e incubate al buio per 15 min a temperatura ambiente; i globuli rossi
sono stati lisati con una soluzione lisante a base di cloruro di ammonio. Successivamente i
campioni sono stati lavati, centrifugati a 400g per 5 min e risospesi in PBS, quindi acquisiti
mediante FACSCanto (BD Biosciences) a sei fluorescenze. L’analisi dei dati & stata eseguita con il
software FlowJo (TreeStar).

Risultati
Analisi del comparto CD34+ (cellule staminali e /o progenitori)

La percentuale di cellule CD34+ ¢ risultata inferiore, anche se non significativamente, nel midollo
dei pazienti rispetto alla stessa popolazione nei soggetti di controllo ( p=0,151). Successivamente e
stato valutata la differenziazione mieloide o linfoide delle cellule CD34+, identificata
rispettivamente dall’espressione di CD117 e di CD19. La popolazione CD34+CD117+ nei pazienti &
risultata significativamente ridotta rispetto ai controlli (p=0,004), mentre non & stata riscontrata
nessuna differenza significativa per la componente linfoide CD34+CD19+ ( p=0,31).

Successivamente sono state indagate eventuali differenze nell’espressione di diversi antigeni sulle
cellule del comparto staminale emopoietico CD34+CD38-. Gli unici marcatori che presentavano
differenze significative di espressione tra pazienti e controlli erano CD117 e CD105,
rispettivamente diminuito e aumentato (p=0,009; p=0,0047). Lo stesso tipo di analisi & stata
eseguita anche sulla popolazione CD34+ totale. L'espressione di CD133 e del CD117 era
significativamente inferiore nei pazienti rispetto ai controlli ( p=0,0005, p=0,001).



Analisi della maturazione

Sono stati analizzati i lineage granulocitario, monocitario ed eritrocitario e il comparto linfoide B,
identificati in base a caratteristiche fenotipiche e fisiche (SSC) (fig. 1 A-D).

L’analisi percentuale dei vari comparti cellulari ha evidenziato una riduzione significativa della
componente granulocitaria (p=0,008) ed un aumento della componente monocitaria (p=0,028) nei
pazienti rispetto alla controparte normale. Non risultavano percentualmente alterati il comparto
linfoide B e quello eritrocitario ( p=0,415, p=0,521, rispettivamente).

In un secondo momento sono stati analizzati gli stadi maturativi dei vari lineage in base
all’'espressione di combinazioni di antigeni espressi in modo differenziale durante la maturazione
di ciascun tipo cellulare. Per il comparto granulocitario, la maturazione é stata studiata valutando
il pattern di espressione di CD16 vs CD11b (fig. 2A). L'analisi ha evidenziato una riduzione
significativa dei promielociti (CD16-/CD11b- p=0,005), nei pazienti rispetto ai controlli. Non erano
significativamente differenti, invece, le altre popolazioni individuate, cioeé mielociti (CD16-
/CD11b+), metamielociti (CD16+\-/CD11b+) e granulociti maturi (CD16+/CD11b+), anche se per
gueste ultime due sottopopolazioni si poteva osservare nei pazienti un lieve riduzione rispetto al
normale (p=0,07 e p=0,08, rispettivamente).

Nella maturazione monocitaria, analizzata studiando CD14 vs CD64 (fig. 2B), e stato rilevato un
significativo aumento della popolazione monocitaria matura (CD14+/CD64+; p=0,0009), nei
pazienti SDS rispetto ai soggetti di controllo. Non sono state identificate differenze nelle
popolazioni monocitarie pit immature.

Il lineage eritroide & stato valutato considerando I'espressione di CD105 vs CD117 (fig. 2C). Non
sono state riscontrate differenze tra pazienti e controlli.

La maturazione delle cellule B & stata analizzata mediante I'espressione di CD10 vs CD20 (fig. 2D).
In questo comparto e stato osservato un aumento significativo dei linfociti B maturi (CD10-/CD20+
p=0,01) e delle plasmacellule (CD10-/CD20-/CD38+ p=0,01), nei pazienti rispetto ai controlli. Per le
altre sottopopolazioni B individuabili, cioé ematogoni (CD10+/CD20-) e cellule pre-B
(CD10+/CD20+), non sono state riscontrate significative differenze tra i due gruppi in esame.

Discussione e Conclusioni

L'espressione dell’antigene CD34 identifica una popolazione cellulare morfologicamente e
immunologicamente eterogenea, funzionalmente caratterizzata dalla capacita di generare in vitro
aggregati clonali derivati da progenitori pil 0 meno immaturi e dalla capacita in vivo di ricostituire
il sistema linfo-mielopoietico in un ospite letalmente irradiato (23,24). Studi immunoistochimici
hanno dimostrato che l'antigene CD34 ¢& specifico per lo stadio, ma non per la filiera
differenziativa: infatti, indipendentemente dalla linea differenziativa, esso viene espresso solo da
cellule ontologicamente immature (25) e i livelli di espressione della molecola CD34 declinano con
la progressiva maturazione. A livello del sistema emopoietico la cellula staminale piu immatura
presenta un’elevata espressione di CD34 associata alla concomitante presenza di ulteriori
marcatori, quali CD133, CD105, CD117, e alla mancata espressione di CD38; nel corso della
maturazione I'espressione di CD34 diminuisce, cosi come quella di CD133, CD105 e CD117 mentre
I'espressione di CD38 aumenta. La ridotta espressione di CD133 e CD117 sulla popolazione CD34+
totale nei pazienti rispetto ai controlli potrebbe essere interpretata come uno stadio



differenziativo piu avanzato di tale popolazione cellulare nei pazienti SDS rispetto alla controparte
normale. Nella popolazione piu immatura CD34+CD38-, invece, € stata ritrovata un’elevata
espressione del CD105 e una ridotta espressione del CD117 nei pazienti rispetto ai controlli; per
quanto riguarda I'espressione del CD133, invece, non c’era alcuna differenza tra i due gruppi
analizzati. Il significato di quest’ultimo risultato non €& ancora ben chiaro; in letteratura, pero, e
riportata l'inibizione della progressione nel ciclo celluare dei precursori primitivi da parte dal
CD105 (componente del recettore TGFbeta), azione esercitata riducendo I'espressione di CD117
(26). Questo dato potrebbe quindi essere interpretato come la presenza di una popolazione piu
guiesciente nei pazienti SDS rispetto alla controparte normale. Ulteriori studi potranno fornirci
informazioni piu precise.

L’analisi dei vari lineage emopoietici evidenzia una riduzione della componente granulocitaria nei
pazienti SDS rispetto ai controlli; tale dato trova conferma anche in letteratura. Per quanto
riguarda la popolazione linfoide B, percentualmente non si riscontravano differenze tra i due
gruppi analizzati, tuttavia e stata trovata un’alterazione nelle fasi finali di maturazione, dovute
all’laumento dei linfociti B maturi e delle plasmacellule nei pazienti SDS; tale aumento, era
bilanciato dalla diminuizione non significativa, nelle fasi iniziali della maturazione, che contribuiva
a mantenere stabile la percentuale della popolazione linfoide B totale. Per la componente
monocitaria, invece, € stato evidenziato I'aumento dei monociti maturi nei pazienti rispetto ai
controlli.

In conclusione, sia per il comparto pil immaturo che per i vari lineage emopoietici saranno
necessari studi piu approfonditi. Per il primo potrebbe essere utile indagare maggiormente la
popolazione CD105+CD117"°" all'interno delle CD34+/CD38-, valutando, ad esempio, la lunghezza
dei telomeri di tale popolazione, e confrontandola successivamente con quella della popolazione
CD133+CD117+; questo ci permetterebbe di capire se la popolazione CD105+CD117"°" sia
veramente una popolazione pilu quiescente; potrebbe essere utile, inoltre, studiare il
mantenimento dell’emopoiesi da parte delle cellule stromali mesenchimali del midollo osseo; in
letteratura e riportata una scarsa capacita nel mantenimento dell’emopoiesi da parte dello stroma
midollare nella SDS, anche se non & ben chiaro a carico di quale popolazione cellulare. Per quanto
riguarda invece lo studio dei lineage emopoietici, si potrebbe studiare il midollo di pazienti affetti
da MDS, che potrebbe evidenziare possibili analogie tra le due patologie e fornire un aiuto nel
permettere di identificare i marcatori predittivi di MDS nei pazienti SDS.
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