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SOMMARIO

La Piastinopenia Immune (PTI) & una patologia autoimmune ad eziologia
ignota caratterizzata da piastrinopenia. I linfociti T regolatori (Tregs) sono
coinvolti nei meccanismi di tolleranza immunologica e agiscono regolando
I'attivita delle cellule T autoreattive e delle cellule dendritiche (DCs).
Viceversa, le DCs, che esprimono Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO),
partecipano al mantenimento della tolleranza agli auto-antigeni attraverso
'espansione dei Tregs. Inoltre, recenti studi hanno dimostrato che i linfociti T
helper 17 (Thl7) sono coinvolti nell’autoimmunita e che l'espressione di
Interleuchina (IL)-17 e associata a numerose patologie autoimmuni. Il ruolo
dell’interazione fra DCs e Tregs ed il ruolo dei Th17 nella patogenesi della PTI
non sono mai stati studiati in maniera approfondita. Gli obiettivi principali di
questa tesi sono stati: a) caratterizzare fenotipicamente e funzionalmente i
linfociti Tregs e DCs; b) valutare il ruolo patogenetico dell’interazione tra
Tregs e DCs; c) quantificare i Th17 circolanti.

I risultati dimostrano che: 1) il numero dei Tregs circolanti dei pazienti,
identificati tramite i marcatori Foxp3 e CD127, e significativamente ridotto
rispetto alla controparte normale; 2) la conversione in vitro delle cellule
CD4+CD25 in linfociti Tregs (CD4+*CD25+*Foxp3*) dopo stimolazione con DCs
mature e significativamente ridotta nei pazienti rispetto ai controlli; 3) sia
I'espressione dell’enzima IDO nelle DCs mature (mRNA) che i livelli di
chinurenine prodotte (indice di attivita enzimatica) sono risultati
significativamente ridotti nei pazienti rispetto alla controparte normale. Questi
risultati suggeriscono quindi che il ridotto numero dei Tregs circolanti nei
pazienti con PTI puo essere, almeno in parte, attribuito alla scarsa capacita di

conversione delle DCs, in quanto tali cellule esprimono meno IDO.



I risultati dimostrano inoltre che: 1) i Tregs dei pazienti con PTI hanno una
capacita soppressoria che é significativamente inferiore rispetto ai soggetti
normali; tale dato & stato confermato dal dosaggio di IFN-y nel surnatante
della coltura; 2) i Tregs di pazienti con PTI non sono in grado di inibire la
maturazione delle DCs, a differenza di quanto avviene nei soggetti sani:
infatti, 'espressione delle molecole costimolatorie CD80 e CD86 sulle DCs e
risultata invariata in seguito a cocoltura con DCs immature; 3) il dosaggio
delle citochine nel surnatante delle cocolture dimostra che la concentrazione di
IL-10 e IL-6 e significativamente ridotta nei pazienti rispetto ai controlli. La
scarsa abilita dei Tregs di inibire la maturazione delle DCs e l'alterato pattern
di secrezione di citochine potrebbero quindi contribuire all’ insorgenza del
fenotipo pitt maturo delle DCs nei pazienti con PTL

I linfociti Th17 circolanti di pazienti e controlli sono stati identificati in
citofluorimetria come cellule CD4+*CD161*CD196*. Da tale analisi € emerso che
la frequenza dei Thl7 circolanti non e significativamente diversa nei due
gruppi.

Questi dati dimostrano quindi che nella PTI l'interazione bidirezionale tra
Tregs e DCs risulta alterata e svolge un ruolo patogenetico, in quanto, da un
lato, ci sono Tregs con un deficit numerico e funzionale e, dall’altro, DCs con
maggiore capacita immunogenica. II numero dei Thl7 non risulta invece

alterato.



INTRODUZIONE

I. La Piastrinopenia Immune

La Piastrinopenia Immune (PTI), nota anche come Morbo di Werlhof, ¢ una
malattia acquisita caratterizzata da piastrinopenia (piastrine <150.000/ mm?)
per (a) aumentata distruzione periferica delle piastrine e/o (b) ridotta
produzione a livello midollare. La patogenesi ¢ immunitaria, ma la causa della
perdita di tolleranza verso il self non & nota (Semple, 1998; Karpatkin, 1997).
Le piastrinopenie possono essere classificate in 5 gruppi in base alle cause che
le determinano:
« I gruppo: dovute ad una carente produzione di piastrine per riduzione
del numero di megacariociti
+ Il gruppo: caratterizzate da piastrinopoiesi inefficace
« I gruppo: causate da aumentata distruzione delle piastrine circolanti
per cause extra o intracorpuscolari
« IV gruppo: dovute ad un aumento del consumo di piastrine
« V gruppo: causate dal sequestro delle piastrine in un territorio vascolare
patologicamente dilatato (splenomegalia, emangiomi).
La PTI appartiene alle piastrinopenie del III gruppo; & una patologia
relativamente comune nell’infanzia con 5,8 casi in Europa ogni 100.000
bambini. Negli adulti l'incidenza annuale & di 1,6-3,2 casi su 100.000; 1'eta
media alla diagnosi e di 56 anni, con una lieve preponderanza nei soggetti
femminili (Psaila, 2007). La maggior parte dei pazienti mostra sintomi di
sanguinamento solo minori, come epistassi, petecchie ed ecchimosi che
compaiono in genere quando la conta piastrinica arriva a valori inferiori a

50.000/pul (Cines, 2005). Eventi severi di sanguinamento, come emorragia
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intracranica, ematuria o sanguinamento gastrointestinale, sono pit rari, ma la
loro prevenzione rimane il principale scopo del trattamento (Tura, 1998). La
severita della piastrinopenia correla in parte, anche se non completamente, con
il rischio di sanguinamento. Esistono fattori addizionali (quali ad esempio
I'eta, lo stile di vita, 'uremia) che possono aumentare questo rischio e che
vanno valutati prima di scegliere I’appropriata terapia (Provan, 2010).

La PTI viene classificata sulla base della durata della malattia in nuova
diagnosi, persistente (3-12 mesi) e cronica (superiore o uguale a 12 mesi)
(Rodeghiero, 2009). Negli adulti la PTI esordisce generalmente in modo
insidioso e normalmente ha un decorso cronico. Nei bambini, invece, ha un
esordio improvviso ed un rapido decorso; spesso & preceduta da alcune
settimane da una infezione virale. La guarigione si verifica spontaneamente in
circa il 70% dei casi entro 6 mesi (Provan, 2010).

La terapia della PTI in prima linea (trattamento iniziale per le nuove diagnosi)
e basata sull’'impiego di cortisonici o IgG; generalmente si privilegia 'utilizzo
di cortisone per stabilizzare la malattia. Nel caso non avvenga remissione, in
seconda linea il paziente e candidato alla splenectomia, che ha elevate
probabilita di successo se il sequestro piastrinico e splenico o splenoepatico,

oppure a trattamento con farmaci immunosoppressori (Provan, 2010).

a) Aumentata distruzione delle piastrine circolanti

Nel 70% circa dei pazienti con malattia attiva sono evidenziabili autoanticorpi
diretti contro le piastrine. Si tratta di Immunoglobuline (Ig), in genere IgG
(anche se in alcuni pazienti sono stati osservati anticorpi IgM e IgA) che
aderiscono specificamente alla membrana piastrinica riconoscendo le
glicoproteine esposte (GPIb, GPIIb e GPIIla) e fissano il complemento
(McMillan, 1987; Cines, 2002) (figura A). I macrofagi, dopo aver riconosciuto il
frammento Fc delle Ig ed il complemento, catturano, fagocitano e distruggono

le piastrine circolanti. A causa di cio, la sopravvivenza piastrinica (valori
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normali 8-10 giorni) puo essere ridotta a pochi giorni o ore. L’aumentata
distruzione piastrinica, infatti, € uno dei principali meccanismi patogenetici

N

descritti per la PTIL. Poiché il sistema macrofagico e particolarmente attivo
nella milza, quest'organo costituisce la principale sede di distruzione delle
piastrine, la cui entita & correlata alla quantita ed all’attivita degli anticorpi
adesi alle piastrine stesse.

Per cio che concerne la patogenesi, lo stimolo iniziale che porta alla
produzione degli autoanticorpi anti-piastrine e tuttora sconosciuto, ma &
indubbiamente regolato da complessi meccanismi cellulari e solubili che
coinvolgono principalmente linfociti T-helper e APCs (Antigen Presenting
Cells) (Figura A). Attualmente, non e ancora chiaro se il sistema immunitario
si attivi in maniera autonoma o se modificazioni strutturali e/o
conformazionali delle glicoproteine piastriniche avvengano in seguito a fattori
non ancora noti, inducendo !'attivazione del sistema immunitario (Semple,

1998; Semple, 2002).
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Figura A. Patogenesi della PTI.
Da Cines DB, Blanchette VS. Immune Thrombocytopenic Purpura. N Engl J Med, 2002; 346:995-1008.

E’ stato, comunque, ipotizzato che le piastrine siano la sorgente primaria di

autoantigeni e che le cellule dendritiche (DCs) ed i macrofagi, normalmente
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responsabili della distruzione delle piastrine senescenti, siano le APCs iniziali
che stimolano le cellule T helper (Semple, 1998; Semple, 2002). In particolare,
I'apoptosi piastrinica potrebbe essere uno dei meccanismi tramite i quali
antigeni “criptici” sono esposti, ma non riconosciuti come self. Se le cellule
apoptotiche non sono correttamente eliminate, infatti, possono esporre
antigeni in grado di attivare una risposta specifica da parte di cellule T-
citotossiche (Savill, 2002; Albert, 1998). L’apoptosi puo anche facilitare il
riconoscimento di antigeni intracellulari tramite la formazione di blebs sulla
membrana cellulare o addirittura generare neoantigeni (Casciola-Rosen, 1994).
A tale proposito e stato recentemente dimostrato che, nei pazienti con PTI, le
piastrine (sia fresche, che invecchiate in vitro) mostrano una maggiore apoptosi
rispetto a quelle di soggetti sani (Catani, 2006). Tuttavia, se 1’apoptosi
piastrinica abbia effettivamente un ruolo nella produzione di anticorpi anti-
piastrine o sia invece la conseguenza di attivita anticorpale, resta tuttora
oggetto di indagine.

Ulteriori evidenze sperimentali hanno inoltre dimostrato che il fenotipo
piastrinico & alterato in pazienti con PTL. In questi soggetti, infatti, risulta
incrementata 'espressione di HLA-DR (recettore di superficie appartenente
agli MHC-II), CD40L (o CD154, molecola costimolatoria) e CD80 (altra
molecola costimolatoria) sulle piastrine, suggerendo quindi un possibile ruolo
diretto delle piastrine nell’attivazione del meccanismo autoimmune (Boshkov,
1992; Solanilla, 2005; Semple, 1991).

In seguito al legame con l’anticorpo, le piastrine vengono rimosse dal circolo
tramite fagocitosi o lisi piastrinica mediata dal complemento (Cines, 2002;
McMillan, 2007). In particolare, il complesso piastrina-anticorpo interagisce
con i macrofagi a livello della milza. Tali macrofagi, poi, sarebbero in grado di
processare gli antigeni piastrinici e presentarli sulla loro superficie attraverso
le molecole MHC di classe II. Se i recettori dei linfociti T helper hanno

sufficiente affinita per il complesso peptide piastrinico-MHC-II, in
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concomitanza con eventi costimolatori (CD40 sulle APCs/CD154 sui linfociti
T-helper o CD80-86 sulle APCs/CD28 sui linfociti T-helper), le cellule T helper
si attivano e inducono i linfociti B autoreattivi a differenziarsi in plasmacellule
ed a produrre anticorpi.

Numerosi dati indicano una stretta associazione tra i macrofagi attivati, i
prodotti da essi secreti e la malattia. Ad esempio, livelli significativi di M-CSF
(Macrophage-Colony Stimulating Factor), una citochina che stimola il
differenziamento di linee cellulari monocitiche ed & un potente attivatore
macrofagico, sono stati trovati in pazienti con PTI cronica. Tale citochina, ad
elevate concentrazioni, puo alterare le funzioni dei macrofagi, attivandoli
(Zeigler, 1993; Moire, 1980; Hame, 1988). Inoltre, nel siero dei pazienti con PTI
sono stati rilevati livelli elevati di GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony
Stimulating Factor). Si ritiene che questa citochina venga rilasciata in grande
quantita dai linfociti T helper attivati che stimolano, in tal modo, la fagocitosi
macrofagica e, quindi, la distruzione delle piastrine (Semple, 1998; Semple,
2002).

Varie anomalie dei linfociti T sono state descritte nei pazienti con PTI. Alcuni
Autori hanno evidenziato una diminuzione dei linfociti T-soppressori CD8* ed
alterazioni nel rapporto CD4*/CD8*, altri hanno rilevato un normale rapporto
CD4+/CD8*, ma un numero aumentato di linfociti CD4+ e CD8* (Semple, 1991;
Trent, 1981; Lauria, 1981). E’ stato, poi, documentato un aumento nel numero
dei linfociti T CD3*HLA-DR* nei pazienti con PTI cronica (Mizutani, 1987;
Garcia-Suarez, 1993). Tale dato puo essere rilevante, poiché i linfociti T HLA-
DR* attivati possono attivare le restanti cellule T CD4* e modulare il
riconoscimento autoreattivo in vivo (Bouchonnet, 1994). Altre evidenze
sperimentali hanno dimostrato una notevole espansione oligoclonale di cellule
T nel sangue periferico di questi pazienti (Shimomura, 1996).

Tuttavia, il dato pitt importante per cid che concerne la caratterizzazione dei

linfociti T, riguarda la presenza di linfociti T autoreattivi nei pazienti con PTL
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Questi linfociti sono precedentemente sfuggiti al meccanismo di “delezione
clonale” nel timo e non riconoscono le glicoproteine delle piastrine come self.
Cio porta, quindi, alla produzione di autoanticorpi specifici da parte delle
cellule B e in particolare da parte delle plasmacellule. Linfociti T autoreattivi
sono stati documentati anche in soggetti normali; tuttavia, i dati sperimentali
dimostrano che solo nei pazienti con PTI sono attivati. In particolare, & stato
dimostrato che, in corso di PTIL i linfociti T autoreattivi sono in grado di
reagire contro antigeni piastrinici modificati (digestione di glicoproteine IIb-
IIIa) e non contro le proteine native (Semple, 1998, Nomura, 1995; Crossley,
1996; Andersson, 2000). Questo dato suggerisce, quindi, che avvengano
modificazioni delle glicoproteine piastriniche e che queste siano responsabili
del mancato riconoscimento di antigeni self da parte del sistema immune.

In conclusione, possiamo affermare che la PTI e una patologia complessa che
coinvolge piastrine, cellule presentanti 1'antigene, cellule T e cellule

B/anticorpi.

b) Ridotta produzione delle piastrine a livello midollare

I fallimento nella risposta alla terapia immunosoppressiva o alla
splenectomia, in circa un terzo dei casi, e la mancata determinazione degli
anticorpi anti-piastrine in circa il 30% dei pazienti fa ipotizzare che altri
meccanismi, oltre alla distruzione periferica delle piastrine, contribuiscano
all'insorgenza della malattia. Allo stato attuale € opinione comune, infatti, che
la piastrinopenia della PTI sia da attribuire anche ad una ridotta produzione
piastrinica midollare.

Tale ipotesi si basa sulle seguenti evidenze sperimentali in corso di PTI:

1) in una parte dei pazienti (circa il 30%) e stato osservato un ridotto turnover
piastrinico;

2) il numero di megacariociti nel midollo osseo risulta normale o lievemente

aumentato (Heyns, 1982; Ballem, 1987);
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3) i megacariociti presentano caratteristiche morfologiche di apoptosi. Infatti,
un’analisi ultrastrutturale tramite microscopia elettronica mostra come 1'80%
di megacariociti maturi, in soggetti con PTI, risulta in apoptosi (con cromatina
marginata, nucleo frammentato e presenza di corpi apoptotici) o para-apoptosi
(con vacuolizzazione del citoplasma, cromatina condensata e mitocondri
rigonfi) (Houwerzijl, 2004; Houwerzijl, 2006);

4) il plasma dei pazienti con anticorpi anti-piastrine e in grado di inibire la
proliferazione e la maturazione (ploidia) di cellule megacariocitarie normali
ottenute in vitro a partire da cellule staminali CD34* (Chang, 2003).

Sulla base di tali evidenze sperimentali si e ipotizzato, quindi, che gli
autoanticorpi diretti contro le glicoproteine delle piastrine siano in grado di
riconoscere anche i medesimi antigeni sulla superficie dei megacariociti. La
ridotta produzione piastrinica potrebbe, percio, essere dovuta alla presenza di
anticorpi con effetto diretto sulla maturazione di megacariociti e/o sul rilascio
delle piastrine (McMillan, 2007; Gernsheimer, 2009; Cines, 2007).

Si puo, quindi, affermare che la PTI e una malattia ad eziopatogenesi
eterogenea ove sono stati dimostrati meccanismi di aumentata distruzione e/o

ridotta produzione piastrinica.

II. Tolleranza immunologica ed autoimmunita

Il sistema immunitario ha la funzione di proteggere I'organismo dall’attacco di
agenti patogeni (antigeni) mediante la sintesi di molecole altamente
specializzate (anticorpi) e la generazione di elementi cellulari (linfociti e
fagociti) che contrastano e distruggono gli antigeni. La tolleranza
immunologica si definisce come uno stato di non responsivita ad un antigene,
indotto da una precedente esposizione a quello stesso antigene. La

caratteristica fondamentale del sistema immunitario normale e rappresentata
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dalla tolleranza agli antigeni self. La mancanza di questa condizione, infatti, si
traduce nello sviluppo di risposte immunitarie verso antigeni autologhi e, di
conseguenza, nell’instaurarsi di malattie autoimmuni. La tolleranza al self puo
essere indotta negli organi linfoidi primari in seguito al riconoscimento degli
antigeni self da parte dei linfociti autoreattivi immaturi (tolleranza centrale) o
negli organi linfoidi periferici in seguito all'incontro di linfociti maturi
autoreattivi con antigeni self in particolari condizioni (tolleranza periferica).

La tolleranza centrale si verifica perché tutti i linfociti, nel corso della loro
maturazione negli organi linfoidi primari, passano attraverso uno stadio in cui
I'incontro con I'antigene porta alla tolleranza piuttosto che all’attivazione. La
tolleranza periferica si genera grazie al riconoscimento degli antigeni in
assenza di un livello adeguato di costimolazione o grazie ad una persistente e
ripetuta stimolazione per opera degli antigeni autologhi a livello dei tessuti
periferici.

I meccanismi principali alla base della tolleranza linfocitaria sono: 1) la morte
cellulare per apoptosi, detta “delezione clonale”; 2) l'inattivazione funzionale
della cellula, chiamata “anergia clonale”; 3) la soppressione dell’attivazione
linfocitaria e delle funzioni effettrici ad opera di linfociti ad azione regolatrice
(Abbas, 2000). La delezione clonale puo® essere causata dalla ripetuta
stimolazione dei linfociti attivati da parte di antigeni persistenti. L'attivazione
dei linfociti, infatti, porta alla co-espressione di due molecole: un recettore
capace di tradurre un segnale di morte cellulare, chiamato Fas, e il suo
ligando, FasL. L’anergia clonale, invece, ¢ un fenomeno che si puo verificare
quando un peptide antigenico e presentato in assenza di molecole
costimolatorie o quando linfociti T specifici per un determinato antigene
vengono in contatto con una forma mutata dell’antigene. Alcune risposte
immunitarie vengono inibite da linfociti T soppressori, che producono
citochine in grado di bloccare I’attivazione e le funzioni dei linfociti T effettori.

Questi linfociti si caratterizzano per la capacita di rilasciare citochine anti-
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infiammatorie, quali Transforming Growth Factor (TGF)-f3, Interleuchina (IL)-
10, IL-4 e IL-13 (Jang e Chess, 2004; O’Garra e Vieira, 2004). Quest’ultimo
meccanismo e stato scoperto solo di recente, quando nel 1995 Sakaguchi ha
dimostrato per la prima volta che Il'attivita regolatoria € propria soltanto di
una particolare popolazione di cellule T con fenotipo CD4+*CD25*. Tali linfociti
sono stati denominati linfociti T regolatori (Tregs).

Risulta chiaro, quindi, che sia la carenza che l'alterazione dei meccanismi
normalmente responsabili del mantenimento della tolleranza possono
determinare una risposta del sistema immunitario nei confronti del self e
quindi provocare l'insorgenza di fenomeni di autoimmunizzazione. La perdita
della tolleranza nei confronti degli autoantigeni puo essere la conseguenza sia
di una selezione anomala dei linfociti autoreattivi, cioe¢ di un difetto della
tolleranza centrale, sia di alterazioni della presentazione degli autoantigeni
alle cellule del sistema immunitario, cioé di un'anomalia della tolleranza

periferica.

III. I linfociti T regolatori

I linfociti T soppressori furono originariamente identificati come wuna
sottopopolazione di cellule T, diversa dai linfociti T helper e citotossici, la cui
funzione era quella di inibire la risposta immunitaria (Gershon, 1972). Studi
condotti negli anni 70 hanno dimostrato che, se si iniettavano linfociti T di
topi resi tolleranti ad un dato antigene in animali non precedentemente esposti
a quell’antigene, gli animali riceventi diventavano non responsivi all’antigene.
Attualmente si ritiene che non esista una popolazione di linfociti T ben
definita che svolga unicamente la funzione di sopprimere la risposta

immunitaria; € invece probabile che molti linfociti T possano, di volta in volta,
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comportarsi da soppressori di risposte immunitarie a seconda delle
circostanze.

I Tregs svolgono un ruolo chiave nel mantenimento della tolleranza
immunitaria, sia verso antigeni autologhi che verso antigeni allogenici. Alcuni
Tregs esercitano la propria azione soppressiva mediante contatto diretto
cellula-cellula, altri producono citochine con funzioni immunoregolatorie,
come IL-10 e TGF-f (Fehervari, 2004).

Inizialmente e stata identificata nel topo una popolazione di cellule regolatorie
CD4* che esprimono costitutivamente la catena a del recettore dell’IL-2 (CD25)
e che mostrano una forte attivita soppressiva sia in vitro che in vivo (Sakaguchi,
2000). Questi Tregs murini sono anergici se stimolati in vitro con un anticorpo
diretto contro il CD3, proliferano se stimolati con IL-2 esogena e sopprimono
I'attivazione e la proliferazione di altri linfociti T tramite un meccanismo che
richiede il contatto cellulare. Inoltre, esprimono in maniera costitutiva anche il
CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen 4), un regolatore
negativo dell’attivazione T cellulare indispensabile per la soppressione della
risposta in vivo (Read, 2000). Alla luce delle potenti capacita soppressive dei
Tregs murini, si & cercato di verificare la presenza di una simile popolazione
cellulare anche nell’'uomo. I risultati ottenuti dimostrano che i Tregs sono
presenti nel sangue periferico umano; rappresentano circa il 3% delle cellule
totali presenti nel sangue e circa il 13% dei linfociti CD4*. La maggior parte di
essi esprime, oltre alle molecole CD4 e CD25, anche i marker CD45RO, HLA-
DR, CTLA-4 ed il fattore citoplasmatico Foxp3 (Forkhead box p3);
I'espressione di quest’'ultimo sui Tregs & accompagnata da una down-
regolazione del marker di superficie CD127 (recettore per IL-7) (Banham,
2006). I Tregs mostrano, inoltre, una ridotta espressione del CD40L, una up-
regolazione del CTLA-4 in seguito a stimolazione mediata dal T cell receptor e
producono citochine soltanto se attivati da APC allogeniche: le citochine

prodotte sono rappresentate principalmente da IL-10, TGF-p e da bassi livelli
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di Interferon (IFN)-y. Essi, inoltre, non mostrano proliferazione in risposta ad
allo-antigeni.
Il fattore di trascrizione Foxp3 ha un ruolo importante sia nello sviluppo che
nella funzionalita dei Tregs. Infatti, la presenza di mutazioni nel gene umano
Foxp3 e causa di una malattia genetica chiamata IPEX (Immune dysregulation,
Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked syndrome), caratterizzata da
iperattivazione di cellule CD4*+ e sovrapproduzione di citochine pro-
inflammatorie (Ochs, 2005). Inoltre, la trasduzione di Foxp3 in cellule T naive
aumenta l'espressione di CD25 e di altre molecole di superficie, come CTLA-4
e GITR (Glucocorticoid-Induced Tumor Necrosis Factor Receptor, una
molecola di superficie coinvolta nell’inibizione del ruolo soppressorio dei
Tregs); allo stesso tempo reprime la produzione di IFN-y (una citochina
caratteristica sia dell'immunita innata che di quella acquisita), di IL-4
(citochina che induce il differenziamento di linfociti T-helper naive) e di IL-2
(Fontenot, 2003). In particolare, proprio tramite IL-2 e attivo un controllo a
feedback della risposta immunitaria. L'IL-2, prodotta da cellule T attivate (non
regolatorie), contribuisce al mantenimento, all’espansione ed all’attivazione di
Tregs che, a loro volta, limitano 1'espansione di cellule T prive di ruolo
regolatorio (Sakaguchi, 2008).
I meccanismi mediante i quali i Tregs sopprimono l'attivita di cellule effettrici
possono essere classificati secondo quattro modalita di azione (Figura B):

- soppressione tramite citochine inibitorie;

- citolisi;

- “interruzione metabolica”;

- modulazione di maturazione/funzionalita di DCs
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Figura B. M eccanismi di soppressione dei Tregs.

DaVignali DA, Collison LW, Workman CJ. How regulatory T cells work. Nat Rev Immunol, 2008; 8(7):523-32.
Per quanto riguarda il primo meccanismo, le citochine maggiormente
coinvolte sembrano essere IL-10 (citochina con ruolo anti-infiammatorio, in
grado di sopprimere il rilascio di citochine pro-infiammatorie e inibire la
capacita di presentare gli antigeni nelle APCs) e TGF-p (una proteina che
controlla I'espressione di Foxp3 ed il differenziamento di Tregs), soprattutto in
fenomeni allergici o infettivi, ma anche in situazioni di carcinogenesi (Vignali,
2008). Recentemente 1'IL-35 (citochina coinvolta nella soppressione della
risposta infiammatoria) e stata descritta come espressa preferenzialmente dai
Tregs e da essi richiesta per raggiungere un livello massimo di attivita
soppressoria (Collison, 2007).
I Tregs possono inoltre limitare 1’'espansione di cellule T effettrici o APCs
anche tramite I'impiego di granzimi o perforine. In particolare, il granzima A
appartiene alla famiglia delle serin-proteasi principalmente presenti nei
granuli citoplasmatici di linfociti e cellule NK. Esso penetra nelle cellule
bersaglio utilizzando pori creati dalle perforine, poi taglia ed attiva le caspasi
intracellulari allo scopo di indurre apoptosi nella cellula target stessa (Vignali,
2008). Uno studio recente suggerisce che i Tregs possono provocare citolisi

anche mediante la via TRAIL-DR5 (Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis
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Inducing Ligand-Death Receptor 5) (Ren, 2007). Inoltre, nei Tregs e stata
dimostrata l'up-regolazione di Galectina-1, una proteina normalmente
coinvolta nell'induzione di apoptosi di cellule T (Garin, 2007).

Un altro meccanismo di soppressione si basa sull'invio di segnali di
“interruzione metabolica” alle cellule T responder; uno di questi segnali & 'up-
regolazione dell AMP ciclico intracellulare il quale, trasferito nelle cellule
bersaglio tramite gap junctions, inibisce la loro proliferazione e la produzione
di IL-2 (Bopp, 2007); l'altro segnale negativo e la generazione di adenosina
pericellulare catalizzata da CD39 (ectonucleoside trifosfato difosfoidrolasi 1) e
CD73 (ecto-5-nucleotidasi) espressi dai Tregs (Tang, 2008). Il legame
dell’adenosina pericellulare con un particolare recettore determina l'inibizione
della funzionalita di cellule T effettrici e stimola la produzione di Tregs tramite
l'inibizione dell’espressione di IL-6 (citochina che ha ruolo nella produzione di
cellule pro-infiammatorie, quali linfociti Th17) e stimolo del rilascio di TGF-$3
(Zarek, 2008; Oukka, 2007).

I Tregs attivati possono, inoltre, stimolare le DCs a produrre Indoleamina 2,3
diossigenasi (IDO). IDO & un enzima con funzione immunosoppressiva che
catalizza la conversione dell’aminoacido essenziale triptofano in chinurenine
(metaboliti tossici per le cellule T). Questa proprieta conferisce a IDO la
capacita di inibire la risposta immunitaria sia causando la deplezione dal
microambiente di triptofano, che & necessario ai linfociti T per proliferare ed
espandersi, sia producendo metaboliti che possono causare l'apoptosi dei
linfociti T. La rimozione del triptofano dall’ambiente cellulare porta all’arresto
del ciclo cellulare con conseguente morte delle cellule effettrici. Inoltre, i
prodotti di degradazione (tra cui la chinurenina stessa) possono inviare alle
cellule adiacenti segnali anti-proliferativi. Questo enzima é in grado di ridurre
I'espressione di CD80 e CD86 nelle APCs. Poiche queste due molecole
costimolatorie interagiscono con il CD28 (recettore coinvolto nell’attivazione

dei linfociti T), la diminuzione della loro espressione comporta un calo nella
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stimolazione delle cellule T-effettrici (Vignali, 2008). In realta, studi recenti
suggeriscono che LAG3 (Lymphocyte Activation Gene 3, detto anche CD223) e
coinvolto nel blocco della maturazione di DCs. LAG3 & un omologo del CD4
che lega le molecole MHC-II con grande affinita, possiede intrinsecamente una
funzione regolatrice ed e richiesto per la massima attivita soppressoria dei
Tregs (Workman, 2005; Huang, 2004).

Le cellule T-effettrici hanno un ruolo importante nel potenziamento
dell’attivita soppressoria dei Tregs: le interazioni ligando/recettore tra cellule
effettrici CD4* messe in cocoltura con Tregs danno inizio ad una cascata di
eventi in cui I'[L-2 sembra avere un ruolo importante (Thornton, 2004), in
quanto induce il rilascio di IL-35 e potenzia I'attivita regolatoria stessa. Infatti,
lo studio dei profili genetici dei Tregs attivati, in presenza o assenza di cellule
bersaglio, sembra suggerire che l'interazione tra le due popolazioni cellulari
incrementi 'espressione di altre proteine regolatorie (Vignali, 2008).

Questa popolazione, quindi, € in grado di inibire la proliferazione e
I'attivazione di altri linfociti T: grazie a tale proprieta i Tregs potrebbero
rappresentare un possibile strumento prezioso in clinica, ad esempio, nella

cura delle malattie autoimmuni e nella prevenzione del rigetto di trapianto.

Tregs e linfociti B

I linfociti B, ed in particolare le plasmacellule, sono le cellule responsabili
della produzione di anticorpi, ma hanno un ruolo importante anche per
quanto riguarda il mantenimento di una situazione di equilibrio nel sistema
immunitario. Infatti, queste cellule sono richieste per 'attivazione ottimale di
linfociti T CD4+* poiché, tramite uno specifico recettore, possono internalizzare,
processare ed, infine, presentare antigeni alle cellule T (André, 2009).

Il controllo della funzionalita delle cellule B sembra, quindi, essere un fattore

importante nel mantenimento della tolleranza al self operato dai Tregs, i quali
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controllano il pool di antigeni presentati dai linfociti B, sia in vitro che in vivo,
inducendo apoptosi (tramite perforine e granzimi) nelle cellule B antigene-
specifiche (Zhao, 2006; Ludwig-Portugall, 2008). Il recruitment tramite la
chemochina CCL-4 (Chemokine C-C motif Ligand-4) di Tregs nelle aree
linfoidi secondarie dove risiedono i linfociti B pu6 sopprimere le risposte B
indotte dalle cellule T, in vivo, sia ad antigeni self che estranei; al contrario, un
difetto in questo sistema di recruitment pud portare ad autoimmunita con
conseguente risposta umorale anomala ed eccessiva agli antigeni target
(Bystry, 2001; Eddahri, 2006). L’attivita immunosoppressoria dei Tregs sulla
produzione di immunoglobuline da parte delle cellule B ¢ esercitata in modo
contatto-dipendente con il coinvolgimento del TGF-p1 (Lim, 2005; Nakamura,
2001), del sistema CD40L-CD40 (molecole costimolatorie, la prima espressa da
vari tipi cellulari, tra cui cellule T, la seconda da APCs) e delle interazioni tra i

complessi MHC-II (Hervé, 2007).

Tregs e monociti/macrofagi

Monociti e macrofagi hanno un ruolo sia nell'immunita innata che in quella
acquisita. In particolare, intervengono in diverse funzioni chiave tra cui il
riconoscimento di antigeni estranei tramite recettori specifici, la fagocitosi e
'eliminazione degli antigeni, la processazione e l'esposizione dei peptidi
derivati dagli antigeni stessi (tramite MHC-II) a cellule T CD4*, la secrezione
di un ampio range di citochine e chemochine immunoregolatorie (André,
2009).

Si possono identificare due sottopopolazioni di macrofagi: I’avvio del processo
infiammatorio & determinato dai macrofagi M1, che producono livelli elevati
di citochine pro-infiammatorie e specie reattive dell’ossigeno. I macrofagi M2

sono, invece, responsabili della fase risolutiva del processo infettivo; essi
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producono citochine anti-infiammatorie e possiedono una notevole attivita
tagocitaria (Mosser, 2003; Ehrchen, 2007; Weaver, 2007).

Esperimenti in vitro e in vivo suggeriscono che i Tregs esercitano effetti
soppressori diretti su monociti e macrofagi, influenzando poi la successiva
risposta immunitaria (innata e/o acquisita). Cocolture delle due popolazioni
cellulari evidenziano una ridotta espressione in cellule monocitarie di
molecole MHC-II, CD40, CD80 e CD86, nonché una ridotta produzione di
citochine infiammatorie (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF e CCL-3), a confronto con la
stimolazione macrofagica da parte di cellule T-effettrici (Taams, 2005;
Mahajan, 2006; Tiemessen, 2007). I Tregs, inoltre, tramite un meccanismo pro-
apoptotico che coinvolge la via Fas/FasL, limitano la sopravvivenza
lipopolisaccaride-indotta nei monociti (Venet, 2006). Nonostante gli
esperimenti in vivo evidenzino che IL-10 e TGFP derivati dai Tregs
sopprimono le risposte immunitarie innate (Maloy, 2003), e stato dimostrato
che sotto lo stimolo di cellule regolatorie, la produzione di IL-10 da parte di
cellule macrofagiche pud aumentare e stimolare in maniera autocrina
'espressione di B7-H4 (proteina inibitoria della crescita cellulare in cellule T). I
monociti “condizionati” dai Tregs sono scarsi stimolatori di cellule T, e
I'aumentata espressione di B7-H4 puo contribuire parzialmente a tale
inibizione (Taams, 2005; Kryczek, 2006). Quindi, in base a queste
affermazioni, i Tregs modulano l'attivazione di monociti e macrofagi,

contribuendo al mantenimento dell’omeostasi tissutale.

Tregs nelle malattie autoimmuni

Evidenze sperimentali in modelli animali dimostrano che numerose patologie
autoimmuni insorgono inseguito all’alterazione quantitativa e/o qualitativa
dei Tregs. In particolare, Sakaguchi et al. hanno infuso cellule T prive di questa

popolazione in topi timectomizzati ed hanno notato linsorgenza di
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autoimmunita (coliti, gastriti, diabete autoimmune insulino-dipendente e
tiroiditi); al contrario, I'infusione di cellule T, Tregs inclusi, & in grado di
prevenire I'autoimmunita (Baecher-Allan, 2004).

Nella Sclerosi Multipla (MS), una malattia infiammatoria cronica caratterizzata
da infiltrazione ed infiammazione, da parte di linfociti, della materia bianca
del sistema nervoso centrale, non sono state osservate variazioni nella
frequenza di cellule CD4*CD25* e CD4+*CD25high circolanti (Viglietta, 2004). E’
stato, invece, osservato che i Tregs dei pazienti avevano wun’attivita
soppressoria inferiore rispetto ai controlli normali (Baecher-Allan, 2004).
Anche in soggetti affetti da Artrite Reumatoide (RA), un’infiammazione
cronica che provoca distruzione dell’architettura delle articolazioni, nella
quale, probabilmente, svolgono un ruolo notevole le citochine, il numero dei
Tregs non é significativamente modificato rispetto ai controlli sani (Ehrenstein,
2004); tuttavia, uno studio successivo ha evidenziato che il loro numero e
superiore nel liquido sinoviale di pazienti con RA rispetto ad individui sani
(Baecher-Allan, 2004). In questi pazienti non sono state osservate, inoltre,
significative differenze per quanto riguarda l'attivita soppressoria dei Tregs,
anche se queste cellule non erano in grado di inibire la produzione di citochine
in cellule T convenzionali (Ehrenstein, 2004).

Nella Sindrome Polighiandolare Autoimmune di tipo II (APS-I),
caratterizzata da molteplici alterazioni a livello endocrino, dovute ad un
processo autoimmune che scaturisce dalla manifestazione della malattia di
Addison, diabete di tipo I o malattia autoimmune a carico della tiroide (Lan et
al., 2005), i Tregs non sono variati nel numero, mentre la funzione soppressoria
risulta ridotta rispetto ai controlli (Kriegel, 2004).

Una situazione analoga & quella della Miastenia Grave, una tipica malattia
autoimmune CD4*-dipendente, mediata da auto-anticorpi contro il recettore
per l'acetilcolina (Lan, 2005). Non ci sono differenze significative riguardanti la

concentrazione di Tregs nel sangue periferico di pazienti e soggetti sani, ma gli
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studi di proliferazione hanno dimostrato che questa popolazione cellulare,
negli individui con Miastenia Grave, e incapace di sopprimere la
proliferazione delle cellule T-effettrici; inoltre la quantita di mRNA per Foxp3
nei Tregs risultava due volte ridotta nei pazienti rispetto ai controlli
(Balandina, 2005).

Nella Malattia di Kawasaki, che colpisce i linfonodi, le membrane mucose ed il
cuore di bambini sotto i 5 anni manifestandosi come vasculite (Lan, 2005), i
pazienti con la patologia in fase acuta manifestano una frequenza
significativamente pitt bassa di Tregs nel sangue periferico, analogamente ai
livelli di mRNA per Foxp3, rispetto ai controlli sani (Furuno, 2004).

Il paziente malato di Diabete di tipo I, patologia che é il risultato della
distruzione autoimmune cronica di cellule del pancreas di tipo 3, presenta un
numero di Tregs significativamente pitt basso sia nei soggetti di recente
diagnosi che non, rispetto ai controlli ed a diabetici di tipo II (Roncarolo, 2001;
Kukreja, 2002). E’ stato, inoltre, osservato un forte deficit nell’attivita
soppressoria di queste cellule (Lindley, 2005).

Nel caso del Lupus Eritematoso Sistemico, una malattia autoimmune cronica
che prevede iperreattivita di cellule B e difetti nei processi linfoidi e nella
produzione di citochine, & stato riportato un numero pit basso di Tregs
circolanti rispetto ai controlli (Crispin, 2003). Anche l'espressione del Foxp3
(mRNA) risulta ridotta in questi pazienti (Mudd, 2006).

Infine, in soggetti con Psoriasi (patologia autoimmune caratterizzata da lesioni
epiteliali tipiche, dovute a iperproliferazione di cheratinociti e cellule
endoteliali, infiltrazione di granulociti, cellule T attivate ed APCs) la
popolazione di Tregs non risulta numericamente ridotta rispetto ai soggetti
sani. Tuttavia, la capacita soppressoria di questa popolazione linfocitaria
risulta significativamente inferiore nei pazienti (Sugiyama, 2005).

Pur essendo nota l'importanza dei Tregs nell’eziologia di malattie

autoimmuni, il loro coinvolgimento in altre patologie non puo essere ignorato:
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varie infezioni croniche causate da virus, batteri e parassiti, prevedono un
blocco dell’attivita patogena, dovuto agli effetti immunosoppressivi dei Tregs
su quelli che sono i principali bersagli dei patogeni stessi; basti pensare, ad

esempio all'importanza di cellule CD4+ e CD8* per il virus HIV (Lan, 2005).

Tregs nella PTI

E’ stato ipotizzato che la riduzione del numero dei Tregs e/o della loro
funzionalita puo contribuire alla mancata tolleranza al self in pazienti con PTI,
cosi come e stato dimostrato per altre patologie autoimmuni.

Sakakura et al. hanno dimostrato che il numero assoluto dei Tregs, identificati
come cellule CD4*CD25*, nei pazienti con PTI risulta ridotto rispetto ai
soggetti sani, soprattutto se la malattia e in fase severa. Parallelamente,
'espressione del'mRNA per Foxp3 risulta ridotto nelle cellule mononucleate
dei pazienti rispetto ai controlli (Sakakura, 2007).

Da uno studio condotto da Liu et al. € emerso che sia la percentuale di Tregs,
identificati come cellule CD4*CD25*, che la loro attivita soppressoria sono
significativamente ridotte in pazienti con PTI attiva rispetto ai pazienti in
remissione, mentre non ci sono differenze nelle percentuali di queste cellule
tra pazienti e soggetti sani. Lo stesso studio riporta inoltre che non c’e alcun
tipo di correlazione tra percentuale di Tregs e parametri clinici quali sesso, eta,
durata della malattia, conta piastrinica e parametri di trattamento (Liu, 2007).
Uno studio condotto da Ling et al. rileva che la percentuale di Tregs,
identificati come cellule CD4+*Foxp3*, e significativamente ridotta nei pazienti
con PTI, soprattutto se la malattia e in fase cronica. I dati riportano, inoltre, che
la frequenza dei Tregs risulta inversamente correlata al numero assoluto di
DCs mieloidi e plasmacitoidi, suggerendo che i meccanismi di interazione tra
queste due popolazioni cellulari possono essere coinvolti nella patogenesi

della PTI (Ling, 2007).
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Una recente pubblicazione di Stasi et al., conferma che il numero assoluto e la
percentuale di Tregs, identificati come cellule CD4*Foxp3*, sono ridotti in
pazienti con PTI rispetto a soggetti sani, che non esiste alcuna correlazione tra
il numero o la percentuale di queste cellule e i parametri clinici e che lattivita
soppressoria & significativamente ridotta nei Tregs dei pazienti rispetto a
individui di controllo (Stasi, 2008).

Al contrario, Yu et al. non hanno rilevato differenze statisticamente
significative, tra pazienti con PTI e soggetti sani, né nella frequenza dei Tregs
(identificati come cellule CD4+*CD25highFoxp3+) né nell’espressione di Foxp3.
Tuttavia, i dati sulla ridotta attivita soppressoria dei Tregs nei pazienti

confermano i risultati degli studi precedenti (Yu, 2008).

IV. Le cellule dendritiche (DCs)

Le cellule dendritiche svolgono un ruolo cruciale nell'induzione e nella
regolazione delle risposte sia nell'immunita innata che acquisita. Sono infatti
note per la loro capacita unica di presentare gli antigeni e per la loro abilita
nell’attivare i linfociti T naive (McLellan, 1995; Banchereau, 2000). Le DCs
immature risiedono nei tessuti periferici, dove catturano e processano gli
antigeni per la loro presentazione su molecole HLA. Gli agenti microbici, gli
stimoli infiammatori o gli stimoli derivati dalle cellule T inducono una serie di
cambiamenti morfologici, fenotipici e funzionali che vengono comunemente
raggruppati sotto il nome di “processo maturativo” e che servono a rendere le
DCs capaci di attivare efficacemente i linfociti T attraverso l'interazione con le
molecole di costimolazione (Cella, 1996; Engering, 1997). Le DCs immature
non sono capaci di generare un signalling co-stimolatorio, ma inducono una

risposta tollerogenica e causano anergia delle cellule T (Jonuleit, 1996). Attratte
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dalle chemochine linfoidi, le DCs mature migrano nell’area delle cellule T nei
linfonodi, dove danno inizio alla risposta immunitaria (Randolph, 2005).
Esistono vari sottotipi di DCs umane, che possono essere identificate in base
(1) alla localizzazione (tessuti periferici, tessuti linfoidi, sangue), (2) alla
sorgente (derivate in vitro da monociti o da cellule CD34+) e (3) al fenotipo (ad
esempio Lin- HLA-DR* CD11c*/~).

Inizialmente le Dcs sono state identificate come cellule interstiziali HLA-DR*
nel rene (Williams, 1980). Successivamente popolazioni diverse di DCs sono
state descritte nelle tonsille (Prickett, 1992), nel timo (Inaba, 1983), nel fegato
(Prickett, 1988), nell'interstizio di organi non linfoidi (Hart, 1989) e nel midollo
osseo (Egner, 1993).

Tutte le DCs esprimono HLA-DR e sono Lin,, ovvero non esprimono nessuno
dei marcatori di lineage (CD3, CD14, CD19, CD20, CD56). Le CD1c*-DCs sono
caratterizzate dall’espressione di CD1c e CD11lc (MacDonald, 2002); le DCs
plasmacitoidi (pDC) dall’espressione di CD123, CD303 e CD304 (Dzionek,
2000; Olweus, 1997; Blomberg, 2003); le CD141+-DCs dall’espressione di
CD141 (MacDonald, 2002); le CMRF-44*-DCs dall’espressione di CMRF-44 e
CMREF-56 (Lopez, 2003; Vuckovic, 2003); le CD83*-DCs dall’espressione di
CD83; le cellule di Langerans (LC) dall’espressione di CDla e CD207 (Caux,
1996, Valladeau, 2000), le DCs dei tessuti linfoidi e delle mucose
dall’espressione di CD209 e CD103 (Ochoa, 2008; Del Rio, 2010).

Un altro modo per identificare i subset di DCs e quello di individuarle in base
al tessuto di appartenenza o sorgente cellulare di derivazione. Secondo questa
classificazione esistono: a) DCs monocitoidi che esprimono CD14 e possono o
meno esprimere CD16 (Ziegler-Heitbrock, 2007; Geissmann, 2003); b) DCs del
sangue a cui appartengono 5 diverse sottopopolazioni: le DCs esprimenti il
CD34, le DCs esprimenti il CD141, le DCs esprimenti il CD16 (Randolph,
2002), le DCs mieloidi (CD1c*CD11c*CD13+CD33*) (O'Doherty, 1994) e le DCs
plasmacitoidi = (CD4+*CD123+*CD303+CD304*).  Inoltre  esistono  DCs
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appartenenti a tessuti linfoidi e non linfoidi. Alla prima classe appartengono le
DCs delle tonsille (Summers, 2001), le DCs dei linfonodi (CD103*), le DCs del
timo (CD123**) (Res, 1999) e le DCs della milza (Mcllroy, 2001); alla seconda le
cellule di Langerans (LC) (Romani, 2010) e le cellule del derma (DCs del
derma) (Lenz, 1993). Le sorgenti piu utilizzate per studiare le DCs sono i
precursori CD14+ o CD34*. Le DCs derivate dai monociti CD14* possono
differenziarsi sia spontaneamente (Ho, 2002) che in presenza di citochine
(Sallusto e Lanzavecchia, 1994); le DCs derivate dalle cellule CD34* di midollo
osseo, cordone ombelicale o di sangue periferico dopo mobilizzazione si

differenziano unicamente in presenza di citochine (Caux, 1996).

DCs e induzione della tolleranza: il ruolo di IDO

Numerose evidenze hanno rilevato la capacita delle stesse DCs di indurre un
fenomeno di tolleranza, piuttosto che di attivazione, in risposta alla
presentazione di antigeni sulla loro superficie cellulare (Steinman, 2003). Le
DCs assumono, quindi, un ruolo chiave nelle risposte immunitarie, in quanto
sono capaci di indurre attivazione della risposta o tolleranza a seconda delle
circostanze.

I due possibili meccanismi di azione delle DCs richiedono l'integrazione di
diversi segnali prodotti dall'immunita innata e acquisita. L'informazione puo
essere passiva: I'assenza di segnali che indicano infezione o danno causa una
presentazione tollerogenica dell’antigene da parte delle DCs immature.
L’'immunita innata pud promuovere attivazione immunitaria tramite il legame
dei Toll-Like Receptors (recettori presenti su cellule dell'immunita innata che,
se attivati, inducono un meccanismo infiammatorio) sulla superficie delle DCs
o tramite la secrezione di citochine infiammatorie oppure pud promuovere
tolleranza attraverso la creazione di un milieu locale immunosoppressivo,

caratterizzato dalla presenza di citochine anti-inflammatorie, o attraverso

=24 -



segnali tollerogenici per le DCs. L'immunita specifica puo indurre attivazione
attraverso i linfociti T helper CD4*, che supportano la risposta effettrice T
cellulare, e puo indurre tolleranza tramite specifici segnali rilasciati da
sottopopolazioni di linfociti T definiti regolatori, quali CD4*CD25* e TR1. Le
DCs immature e le DCs plasmacitoidi sono in grado di indurre tolleranza
attraverso il differenziamento di linfociti T naive in Tregs.

Diversi tipi cellulari esprimono IDO e la sua espressione e regolata da segnali
derivanti dalle cellule del sistema immunitario. IDO fu scoperto dal gruppo di
Hayaishi nell'intestino di coniglio come una diossigenasi contenente un
gruppo eme, che mostrava specificita per un’ampia varieta di indoleamine tra
cui I'L-triptofano e la serotonina (Yasui, 1986).

IDO e espresso, in maniera costitutiva o inducibile, nel citoplasma di cellule
della placenta, del polmone, del piccolo e grande intestino, del colon, della
milza, del fegato, del rene, dello stomaco e del cervello. Puo essere indotto
dall'IFN-y nelle cellule del lineage mieloide (DCs, monociti, macrofagi e
eosinofili), nelle cellule epiteliali, nei fibroblasti, nelle cellule endoteliali e in
alcune linee tumorali (Honig, 2004; Musso, 1994; Munn, 2002).

Per cio che concerne l'espressione di IDO da parte di cellule del sistema
immunitario o implicate nella regolazione della risposta immunitaria, cio che
si & osservato e che, mentre monociti umani esprimono livelli quasi
impercettibili della proteina, macrofagi (derivati in wvitro da monociti),
upregolano IDO dopo esposizione all'IFN-y. Inoltre, DCs ottenute in vitro da
monociti esprimono costitutivamente la proteina anche se funzionalmente
inattiva e necessitano dell’esposizione all'IFN-y per mostrare la presenza di
una forma funzionalmente attiva (Jurgens, 2009). In vitro, sia nei macrofagi
che nelle DCs, l'espressione di IDO e comunque limitata ad una specifica
sottopopolazione di cellule non aderenti che coesprime il CD123 (catena a del
recettore per IL-3) ed il recettore chemochinico CCR6. Non tutte le cellule

CD123+CCR6* esprimono comunque IDO e non e ancora stato identificato un
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marker specifico che consenta di isolare in vitro sottopopolazioni di DCs IDO*
(Terness, 2005).

Moltissimi studi finora condotti inducono a concludere che soltanto alcuni tipi
di DCs esprimano normalmente IDO in vivo. Secondo il modello proposto da
Munn (Mellor e Munn, 2004), I'espressione di IDO da parte delle DCs non
sarebbe comunque legata al loro stato di maturazione. Poiché alcune DCs
mature mantengono espressione di IDO e proprieta tollerogeniche,
maturazione ed espressione di IDO possono, probabilmente, essere due eventi
indipendenti I'uno dall’altro. Esisterebbero pertanto due pathways alternativi
di maturazione delle DCs esprimenti IDO: da un lato segnali pro-
infiammatori, quali CD40L o citochine pro-infiammatorie, indurrebbero, oltre
alla maturazione, la diminuita espressione di IDO; dall’altro segnali
tollerogenici, quali I'interazione di CTLA-4 con CD80/CD86, favorirebbero il
differenziamento di DCs mature esprimenti IDO, in grado di sopprimere la
risposta  T-cellulare. Inoltre, le DCs wumane possono esprimere
costitutivamente la proteina IDO senza mostrare alcuna attivita enzimatica
sino a quando non vengono attivate mediante esposizione all'IFN-y o con i
ligandi di CD80/CD86. La necessita di una stretta regolazione dell’attivita
dell’enzima e facilmente intuibile se si considerano i potenziali effetti tossici,
consistenti nella deplezione di triptofano, derivanti da un’espressione
costitutiva ad alti livelli della proteina funzionalmente attiva.

Il gene IDO é indotto, a livello trascrizionale, in riposta a specifici stimoli
inflammatori. L’interferone di tipo II (IFN-y) rappresenta il principale
induttore di IDO sia in vitro che in vivo. Esistono altri stimoli infiammatori che
possono indurre IDO (Takikawa, 2005; Thomas, 1999; Mellor e Munn, 2004)
come ad esempio I'IFN-a, I'I[FN-f e il lipopolisaccaride (LPS), anche se sono
meno efficaci dell'IFN-y. E’ stato dimostrato, inoltre, che IDO puo essere
indotto in DCs dal CTLA-4, in modo dipendente o indipendente dalla sintesi
autocrina di IFN-y dipendente da NF-kB (Mellor e Munn, 2004; Grohamann,
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2003). L’espressione di IDO pu0 essere inoltre modulata, in maniera
dipendente dal tipo cellulare e dall’ambiente citochinico, da altre molecole
come IL-4, IL-6, IL-10, TGF-3, PGE2, CD40, il soppressore del signalling 3 delle
citochine (SOCS3), la proteina codificante 'adattatore BAR (Binl) e DAP12.
Complessivamente, tutti questi dati mettono in evidenza come 1'espressione di
IDO sia il risultato dell’integrazione di una molteplicita di segnali intra ed
extra-cellulari, ancora non completamente delineati, molti dei quali implicati
nella regolazione delle risposte infiammatorie. Una volta espresso e attivato,
IDO depleta I'L-triptofano dal microambiente tissutale circostante e promuove
la formazione dei metaboliti della via delle chinurenine.

E’ ormai assodato che IDO abbia un ruolo fondamentale nelle due fasi
principali di controllo della risposta immunitaria: da una parte contribuisce
alla soppressione inappropriata delle risposte durante la crescita tumorale;
dall’altra e coinvolto nel tentativo di controllo di risposte eccessive
nell'immunopatologia associata alle infezioni, all’autoimmunita, all’aborto

mediato dal sistema immunitario e al rigetto di trapianti (Figura C).
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Meccanismi di soppressione della risposta T cellulare mediati da IDO

Sono stati descritti diversi effetti derivanti dall’espressione di IDO che hanno
portato alla formulazione di almeno tre differenti modalita attraverso le quali
esso puo avere un effetto immunosoppressivo. Tali meccanismi, che
probabilmente possono agire anche contemporaneamente, comprendono: (1)
un’azione diretta sui linfociti T, (2) effetti indiretti mediati dalle APC e (3) un
effetto bystander (Mellor e Munn, 2004).

1) Effetti diretti sui linfociti T: I'ipotesi piti semplice tra quelle avanzate per
spiegare |'effetto immunomodulante di IDO é che la deplezione di triptofano,
conseguente all’espressione della proteina, arresti le cellule T nella fase G1 del
ciclo cellulare, impedendone I'espansione clonale e rendendole piu sensibili a
segnali proapoptotici (Munn, 1999). In una serie di studi condotti su modelli
murini, Munn (2002) ha dimostrato che i linfociti T, attivati in vitro in un
mezzo privo di triptofano, pur progredendo nel ciclo cellulare dalla fase GO
alla fase G1, non entrano nella fase S. Inoltre tali linfociti risultano
maggiormente suscettibili all’apoptosi mediata dall’attivazione di Fas
(Fallarino, 2002). Resta ancora da chiarire come la deplezione di triptofano sia
in grado di sortire tali effetti. Alcuni Autori inoltre hanno avanzato dei dubbi
sull’esistenza di tale meccanismo, poiché non si e osservata alcuna inibizione
della proliferazione T-cellulare nemmeno con una completa deplezione di
triptofano (Harding, 2003). Pertanto si e ipotizzata l'esistenza di un
meccanismo alternativo come 1'accumulo di una grande quantita di prodotti
del catabolismo del triptofano, attraverso il quale 'attivita di IDO possa avere
un effetto tossico sui linfociti T e determinare in tali cellule un arresto del ciclo
cellulare (Terness, 2002). Il gruppo di Munn (Sharma, 2007) ha pertanto
proposto che tale fenomeno possa essere ottenuto attraverso una conversione
del fenotipo di cellule T, arrestate in G1, a cellule T con fenotipo regolatorio

indotto dall’attivita dell’enzima. Sembra, infatti, che le DCs IDO* possano
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favorire uno stato generale di tolleranza, favorendo lo sviluppo di Tregs
CD4+CD25*Foxp3*, secernenti IL-10.

2) Effetti indiretti mediati dalle APC: un’ipotesi alternativa ¢ che IDO possa
alterare le proprieta biologiche delle APC che esprimono la proteina
diminuendone la capacita di presentare I’antigene, aumentandone
'espressione di ligandi soppressivi (B7H1 o il ligando di CD95) o favorendo il
rilascio di citochine immunoregolatorie quali IL-10 o TGF-3 (Mellor e Munn,
2004). Anche in questo caso, l'espressione di IDO, avrebbe un effetto
immunomodulante, in quanto favorirebbe l'instaurarsi di una tolleranza verso
gli antigeni presentati dalle stesse APC IDO*.

3) Effetto bystander: gli studi in vitro ed in vivo hanno mostrato come 1'effetto
soppressivo di IDO sia dominante e 1'espressione della proteina possa inibire
la risposta T-cellulare anche nei confronti di antigeni presentati da APC non
immunosopressive (IDO") vicine. Infatti, quando due popolazioni di DCs IDO*
e IDO- vengono coltivate insieme, le DCs IDO* sopprimono in modo
dominante la proliferazione T cellulare antigene-specifica con intensita
dipendente dai livelli di espressione di IDO. Tale meccanismo d’azione e
mediato da IDO in quanto puo essere rimosso con l'aggiunta del suo inibitore
specifico, I'1-MT (Munn, 2004). L’effetto soppressorio bystander € pero soltanto
locale e potrebbe essere dovuto sia agli effetti dell’attivita dell’enzima sul
microambiente (deplezione di triptofano, accumulo di metaboliti tossici,
presenza di citochine regolatorie) sia ad un effetto diretto delle cellule
esprimenti IDO, che potrebbero indurre, in APC IDO-, I'espressione di fattori

immunomodulanti.

DCs nella PTI
Catani et al. hanno recentemente dimostrato che, nei pazienti con PTI, le DCs,

pre-pulsate con piastrine autologhe/allogeniche, sia fresche che invecchiate,
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sono piu efficienti nella stimolazione della proliferazione delle cellule T-
effettrici autologhe rispetto alle DCs di individui sani. Hanno osservato,
inoltre, che le piastrine da sole non sono in grado di indurre proliferazione
linfocitaria. Questi risultati possono essere correlati al fatto che la molecola
costimolatoria CD86 risulta iperespressa nelle DCs di pazienti con PTI (Catani,
2006). Come noto, il CD86 & una molecola costimolatoria espressa sulle DCs
attivate che stimola la proliferazione dei linfociti T e B.

In questo studio abbiamo, quindi, cercato di chiarire perché le cellule
dentritiche dei pazienti mostrano un fenotipo pitt maturo e se questa

alterazione funzionale delle DCs puo causare una risposta patogenetica.

V. “Cross-talk” tra Tregs e DCs

Recenti studi hanno dimostrato che esiste un “cross-talk” fra Tregs e DCs e che
tale interazione e di tipo bidirezionale.

Come detto in precedenza, i Tregs rappresentano una classe di linfociti nota
per la capacita immunossoppressiva. Diversi studi hanno dimostrato il
coinvolgimento di IDO come possibile meccanismo effettore di tale attivita.
Grohmann e colleghi hanno mostrato la capacita dei Tregs di indurre, in vitro,
'espressione di elevati livelli della forma funzionale di IDO su DCs murine
(Fallarino, 2003). Tale fenomeno sembra verificarsi in seguito al legame tra il
CTLA-4 espresso sulla superficie dei Tregs con le molecole CD80 e CD86 sulle
DCs: l'interazione trasduce un segnale nelle DCs che up-regola 1'espressione
della proteina funzionale IDO sulla superficie di queste cellule (Mellor, 2004).
La capacita dell’interazione tra il CTLA-4 e le molecole CD80 e CD86 di
indurre IDO é stata riscontrata anche in DCs umane di derivazione

monocitaria (Munn, 2004).
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Questi risultati portano ad ipotizzare il ruolo preminente del CTLA-4 espresso
sui Tregs nell'induzione di IDO, che rappresenta a sua volta il meccanismo
effettore tramite cui i Tregs esercitano la loro attivita inibitoria.

I Tregs possono, quindi, modulare la maturazione, l'attivazione e la
funzionalita di vari sottotipi di DCs murine ed umane, sia in vitro che in vivo
(Figura D).

Studi in vitro hanno, infatti, dimostrato che i Tregs inducono la down-
regolazione delle molecole costimolatorie CD80, CD86, CD40 e del complesso
MHC-II sulla superficie delle DCs. Tali interazioni inducono anche l'up-
regolazione di molecole inibitorie B7-H3 (proteine coinvolte nella morte
programmata).
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Figura D. Interazioni tra Tregs e DCs.
Da Mahnke K, Bedke T, Enk AH. Regulatory conversation between antigen presenting cells
and regulatory T cells enhance immune suppression. Cell Immunol, 2007; 250(1-2):1-13.

lG eneration of Treg

Inoltre, i Tregs sembrano ridurre in maniera significativa la produzione di
varie citochine pro-infiammatorie associate alle DCs, tra cui IL-12, IL-13, IL-6 e
IL-8, mentre aumentano 'espressione della citochina anti-infiammatoria IL-10
(Andre, 2009). E’ stato anche dimostrato, in vivo, che i Tregs esercitano un
effetto precoce sulla risposta immunitaria impedendo la formazione di legami

stabili e diretti tra DCs e cellule T naive (Tang, 2006; Tadokoro, 2006).
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Tali meccanismi di interazione e modulazione con i Tregs favoriscono quindi
I'acquisizione, da parte delle DCs stesse, di un fenotipo tollerogenico
semimaturo e I'abilita di migrare agli organi linfoidi secondari (Andre, 2009).
Le APCs ricevono e rispondono a stimoli ambientali forniti da molecole
costimolatorie e citochine infiammatorie tramite varie vie di trasduzione del
segnale a livello intracellulare, tra cui fosfatidilinositide-3 chinasi (PI3K),
proteine-tirosin chinasi non recettoriali della famiglia Janus (JAK)-trasduttori
del segnale ed attivatori trascrizionali (STAT), MAP chinasi (Mitogen activated
Protein kinases) e NF-kB (Nuclear Factor-kB). Le APCs costitutivamente
attivate possono sfuggire all'inibizione da parte di Tregs e generare cellule T
attivate che non rispondono al meccanismo soppressorio. Tutto cio si verifica,
probabilmente, per il rilascio di IL-6 indotto da Toll-Like Receptors a seguito
del riconoscimento di antigeni estranei (Andre, 2009).

Come detto in precedenza, l'interazione fra DCs e Tregs & bidirezionale.
Infatti, recenti evidenze sperimentali suggeriscono che anche le DCs possono
influenzare il numero e la funzionalita dei Tregs. E’ stato dimostrato, infatti,
che grandi quantita di citochine pro-infiammatorie rilasciate dalle APCs, a
seguito di un’attivazione costante e prolungata, possono rendere i Tregs
funzionalmente inefficienti. Ad esempio, l'esposizione prolungata a TNF
(citochina infiammatoria) puo inibire la loro funzionalita attraverso un
meccanismo di segnalazione che passa attraverso il recettore per TNF di tipo
II, costitutivamente espresso dai Tregs e la cui espressione é stimolata da TNF
(Valencia, 2006). Infatti, & stato dimostrato che nei Tregs l'inibizione, mediata
da questa citochina, della loro funzionalita risulta associata alla diminuzione
dell’espressione delll mRNA e della proteina di Foxp3. Inoltre, IL-6, IL-12 ed
IL-1p possono promuovere autoimmunita interferendo con lattivita dei
linfociti Tregs stessi ed inducendo l'attivazione ed espansione di cellule T
effettrici (Pasare, 2003; King, 2005, Wan, 2007). Questi dati evidenziano,

quindi, un’interazione tra la risposta immunitaria innata e quella acquisita, in
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cui le citochine pro-infiammatorie, prodotte per risposta innata, possono
promuovere la reattivita immune limitando 1’azione dei Tregs (Wan, 2007).
Determinate sottopopolazioni di DCs, caratterizzate dalla funzione
soppressiva su cellule T e promozione del meccanismo di tolleranza del
sistema immunitario, in relazione al loro stato di attivazione, esprimono IDO.
Alcuni studi hanno dimostrato che DCs IDO* sono coinvolte nella generazione
di Tregs nel sangue periferico a partire da cellule CD4+*CD25: ¢ stato
osservato, infatti, che il blocco di IDO inibisce lo sviluppo di questa
sottopopolazione linfocitaria, mentre l'incremento dei metaboliti di IDO
conduce ad un aumento del numero di Tregs (Mahnke, 2007). Studi recenti
hanno indicato, inoltre, che I'espressione di IDO da parte delle DCs potrebbe
promuovere in vitro la differenziazione di nuovi Tregs da cellule T naive CD4*
(Curti, 2007).

Secondo quanto detto finora, i Tregs e IDO rappresenterebbero un potente
sistema a feedback positivo, in cui i Tregs indurrebbero l'espressione di IDO

che, a sua volta, favorirebbe lo sviluppo di nuovi Tregs. L’interazione

reciproca tra Tregs e DCs consente, quindi, il corretto mantenimento della
tolleranza periferica.
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V.1 linfociti Th17

I linfociti Th17 sono cellule T effettrici CD4* caratterizzate dalla produzione
costitutiva di IL-17, citochina coinvolta nel meccanismo pro-infiammatorio; in
base alla popolazione cellulare target, 1'lL-17 puo indurre il rilascio di
chemochine, metalloproteasi, IL-6 e TNF-a. Inoltre, I'IL-17 & in grado di
mobilizzare e attivare i neutrofili. Da diversi studi e emerso che i linfociti Th17
sono coinvolti nella protezione contro diversi patogeni extra-cellulari, tra cui
batteri e funghi, ma sono anche implicati nei processi di infiammazione
tissutale e nell'induzione e progressione di numerose patologie autoimmuni
quali artrite reumatoide, sclerosi multipla, scleroderma sistemico e psoriasi
(Harrington, 2005; Romagnani, 2009; Afzali, 2007).

La produzione costitutiva di IL-17 e di IFN-y viene utilizzata come criterio per
identificare i linfociti Th17 (Annunziato, 2007). Recentemente e stato
dimostrato dal gruppo di Cosmi et al. che la popolazione cellulare del sangue
periferico, che ¢ CD4*CD161+*CD196*, & particolarmente arricchita in linfociti
Th17. Questa popolazione linfocitaria e costituita, infatti, da cellule CD4* che
esprimono costitutivamente il CD161 (glicoproteina di membrana espressa da
cellule Natural Killer e da linfociti T CD4* e CD8*; puo fungere da recettore
specifico di alcune cellule target delle NK) e il CD196 o CCR6 (CC-chemokine
receptor 6; e un recettore chemochinico coinvolto nella migrazione di Tregs e
linfociti Th17 nei siti di inflammazione). Altri marcatori caratteristici dei
linfociti Th17 sono RORyt (recettore ed attivatore trascrizionale relazionato
all’espressione di Acido Retinoico) e IL23R (recettore per I'IL-23, coinvolto nel
differenziamento dei linfociti Th17) (Annunziato, 2008). Le principali citochine
prodotte dai linfociti Thl7 sono I'IL-6 ed il TGF-p (Ma, 2008). II
differenziamento dei linfociti Th17 richiede, infatti, I’azione sinergica di TGF-3
ed IL-6 (Bettelli 2006; Veldhoen, 2006). I TGF-B e una citochina anti-
inflammatoria necessaria anche per la sopravvivenza e la funzione dei Tregs

Foxp3* (Marie, 2005, Marie, 2006). Questa relazione reciproca, tra la
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generazione dei linfociti Tregs e quella dei linfociti Th17, suggerisce un nuovo
paradigma nel differenziamento delle cellule T dove i due fattori
antagonizzano 'uno le funzioni dell’altro. E’ stato inoltre dimostrato che I'IL-
2, indispensabile per i Tregs, inibisce lo sviluppo dei linfociti Th17 (Fontenot,
2005). In aggiunta, € emerso che anche l'acido retinoico, un metabolita della
vitamina A, regola il bilanciamento dei Tregs ed inibisce la generazione di
linfociti Thl7, mediata dall'lL-6 (Mucida, 2007). Queste osservazioni
suggeriscono che la produzione di Tregs e di linfociti Th17 siano collegate e
che la generazione dell'una o dell’altra popolazione dipenda dall’input
citochinico che le cellule CD4* ricevono (Awasthi, 2008). Questa relazione e
stata, anche, recentemente confermata a livello molecolare: Foxp3 e RORyt
risultano fisicamente associati ed inibiscono rispettivamente le funzioni 1'uno
dell’altro (Zhou, 2008). Un’altra citochina che si ¢ dimostrata avere un ruolo
notevole in questo ambito e I'[L-21; essa € principalmente prodotta dai linfociti
Th1l7 e ne stimola il differenziamento, ma allo stesso tempo inibisce la
generazione (mediata da TGF-p) di linfociti Tregs de novo (Korn, 2007;
Nurieva, 2007; Zhou, 2007).

Alcuni studi recenti hanno cercato di chiarire il ruolo dei Th17 nella PTI, ma i
risultati riportati sono piuttosto contrastanti. Infatti, mentre alcuni Autori
hanno riportato una percentuale aumentata di Th17 nel sangue periferico di
pazienti con PTI (Zhang, 2009; Zhu, 2010), il gruppo di Guo et al. ha
riscontrato, tramite citofluorimetria, la stessa frequenza di Thl7 circolanti e,
tramite RT-PCR, un’espressione comparabile di trascritti di IL-17 tra pazienti e
controlli (Guo, 2009). Inoltre, in questi studi le cellule Thl7 sono state
caratterizzate dopo stimolazione delle cellule mononucleate con varie
molecole (PMA e ionomicina) e, quindi, non in condizioni fisiologiche. Inoltre,
e stato dimostrato che i livelli plasmatici di IL-17 sono simili tra pazienti con
PTI e soggetti sani (Zhu, 2010; Ma, 2008). Risulta, quindi, evidente la necessita

di approfondire la caratterizzazione di questo subset linfocitario nella PTI.
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SCOPO DELLA TESI

I dati pubblicati fino ad ora sulla caratterizzazione dei Tregs in corso di PTI
hanno descritto la ridotta frequenza e funzionalita di queste cellule. Tuttavia,
per cio che riguarda la frequenza, la maggior parte degli studi pubblicati
identifica tali cellule in maniera generica, indicando soltanto la percentuale e
non il valore assoluto o, ancora, viene evidenziata la presenza di cellule
Foxp3* valutando I'mRNA e non la proteina. Inoltre, il marcatore CD127 non e
mai stato utilizzato per identificare queste cellule. Come descritto
nell'introduzione, l'interazione tra Tregs e DCs gioca un ruolo importante
nella generazione della tolleranza al self. Tuttavia, fino ad ora, non sono stati
pubblicati dati relativi all’interazione fra queste cellule in corso di PTI.

Alcuni Autori hanno studiato recentemente il ruolo dei linfociti Th17 nei
pazienti con PTI, ma i risultati riportati sono piuttosto contrastanti. Inoltre, in
questi studi le cellule Th17 sono state caratterizzate dopo stimolazione con
varie molecole e, quindi, non in condizioni fisiologiche.

Sulla base di tali premesse, gli obiettivi principali di questa tesi sono stati: 1)
caratterizzare fenotipicamente e funzionalmente i Tregs nei pazienti con PTI;
2) valutare 'interazione tra Tregs e DCs nei pazienti rispetto ai soggetti sani; 3)
quantificare, tramite citofluorimetria, i Th17 circolanti nel sangue periferico di
questi pazienti.

In particolare, gli esperimenti effettuati sono stati finalizzati a valutare in
pazienti con PTTI:

- il numero assoluto dei Tregs circolanti con l'ausilio di vari marcatori
fenotipici e la loro attivita immunosoppressoria;

- la capacita dei Tregs di inibire la maturazione delle DCs;

- la capacita delle DCs di generare Tregs CD4*CD25*Foxp3+;

- la frequenza dei linfociti Th17 circolanti.
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MATERIALE E METODI

Pazienti e controlli

Sono stati studiati 46 pazienti con PTI, 16 maschi e 30 femmine, con eta media
di 42 anni (range 21-70). La diagnosi e stata fatta in accordo con Rodeghiero et
al. e Provan et al.; i criteri diagnostici includono la presenza di piastrinopenia
isolata con numero di piastrine <150.000/ mm?3 per almeno 6 mesi (escludendo
tutte le altre cause di trombocitopenia).

I pazienti erano alla diagnosi (17 casi) o con malattia attiva (29 casi) ma lontani
da terapia da almeno 2 mesi. Nessuno dei malati & stato splenectomizzato. Il
numero mediano di piastrine era 53.000/mm3 (range 8.000-98.000/mma3).11

gruppo di controllo comprendeva 45 soggetti sani (15 maschi e 30 femmine).

Isolamento delle cellule mononucleate

Il sangue periferico di pazienti con PTI e di soggetti normali, anticoagulato con
EDTA (Etilen Diamine Tetraacetic Acid), & stato diluito 1:2 con soluzione
tisiologica. Successivamente e stato stratificato su gradiente Ficoll-Hypaque
(Cedarlane-Celbio, Milano, Italia) e centrifugato a 1500 rpm per 25 minuti. E’
stato quindi prelevato l'anello di cellule mononucleate (PBMNCs) che sono

state contate con ’ausilio di un contatore elettronico.

Caratterizzazione e quantificazione dei Tregs

La caratterizzazione immunofenotipica dei Tregs e stata effettuata con 'ausilio
di anticorpi monoclonali (Becton Dickinson) coniugati con i fluorocromi
Fluorescein Iso-Thio-Cyanate (FITC) o Phycoeritrin (PE) o Peridinin
Chlorophil Protein (PerCP). In particolare, la popolazione dei Tregs & stata
caratterizzata utilizzando il seguente pannello di anticorpi: anti-human CD4
PerCP, anti-human CD25 FITC/PE, anti-human CD69 FITC, anti-human
CD45R0O FITC, anti-human CD45RA FITC, anti-human GITR PE, anti-human
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HLA-DR PE, anti-human CTLA-4 PE, anti-human CD127 PE. Inoltre, ¢ stata
effettuata una marcatura intracellulare per l'identificazione del fattore di
trascrizione Foxp3, marker specifico dei Tregs.

Dopo aver eseguito la marcatura di superficie, & stata valutata 1'espressione di
Foxp3 sulle PBMNCs, secondo le istruzioni del kit (PE anti-human Foxp3
Flow Kit, Biolegend, San Diego, CA, USA): il protocollo prevede che le cellule
subiscano una prima fase di fissazione e permeabilizzazione, seguita poi dalla
marcatura con l'anticorpo monoclonale. Brevemente, in ciascuna provetta e
stato aggiunto ImL di Fix/Perm buffer (1x); dopo 20 minuti di incubazione al
buio a temperatura ambiente, & stato rimosso il surnatante. Dopo due lavaggi
con buffer, e stato aggiunto ImL di Perm buffer (I1x). Le cellule sono state
incubate a temperatura ambiente al buio per 15 minuti; e stato, quindi,
effettuato un lavaggio, a seguito del quale e stato eliminato il surnatante. A
questo punto sono stati aggiunti 5 pL. di K-isotype control (controllo negativo
per Foxp3) in un tubo e 5 pL di anticorpo monoclonale anti-Foxp3 PE
nell’altro. Dopo 30 minuti di incubazione al buio a temperatura ambiente, le
cellule sono state lavate due volte, risospese in 1 mL di buffer ed analizzate al
citofluorimetro.

Le cellule sono state quindi valutate mediante analisi citofluorimetrica con il
citofluorimetro ~ FACSCantoll (Becton Dickinson) e mediante software
FACSDiva; sono stati acquisiti minimo 10.000 eventi. La popolazione cellulare
di interesse & stata identificata sulla base delle caratteristiche fisiche di
granulosita (Side scatter - SSC) e grandezza cellulare (Forward scatter - FSC).

I linfociti T CD4+CD25high sono stati definiti sulla base di precedenti studi che
hanno dimostrato che cellule T con capacita regolatorie rappresentano circa
1'1-2% delle cellule T CD4+*CD25* con la pit1 alta espressione di CD25 (Baecher-
Allan, 2001). I Tregs circolanti e generati in vitro sono stati, quindi, identificati
come cellule T CD4+*CD25highFoxp3* e CD4+CD25highCD]271low/negative; per

entrambe le popolazioni é stato valutato il valore assoluto e la percentuale.
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Generazione di DCs derivate da monociti (mo-DCs)

Le mo-DCs sono state generate in vitro a partire da cellule monocitarie CD14+
di pazienti con PTI e di soggetti sani; i monociti sono stati ottenuti dalle MNCs
utilizzando wun sistema di separazione su colonna mediante biglie
immunomagnetiche (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).
Brevemente, le cellule CD14* sono state poste in coltura per 5 giorni a 37°C e
5% COz in terreno RPMI completo (RPMI 1640-Gibco, Milano, Italia) (106
cellule/mL. di RPMI) addizionato con Granulocyte Monocyte-Colony
Stimulating Factor (GM-CSF 50 ng/mL, Sandoz, Basel, Switzerland) e con IL-4
(800 U/mL, Endogen, Woburn, MA, USA). Al quinto giorno e stato aggiunto
LPS (Lipopolisaccaride; 1 ng/pL, Sigma Aldrich, Milano, Italia) per indurre la
maturazione finale. Le mo-DCs immature (giorno 5) e mature (giorno 7) sono
state poi contate in camera di Thoma con trypan blue per valutarne la vitalita e
caratterizzate fenotipicamente con i seguenti anticorpi: anti-human CD14
FITC, anti-human CD80 PE, anti-human CD83 FITC, anti-human CD86
FITC/PE, anti-human CD40 FITC, anti-human HLA-DR PerCP/PE (BD

Biosciences).

Purificazione di cellule T CD4*CD25* e CD4*CD25-

Le cellule CD4+*CD25* e le cellule CD4+CD25- sono state isolate utilizzando un
kit commerciale (MiniMacs CD4+*CD25* regulatory T cell isolation kit, Miltenyi
Biotec). In breve, le PBMNCs sono state marcate (20 uL/107 cellule) con CD4+
T cell Biotin-Antibody cocktail, che riconosce i seguenti antigeni: CD8, CD14,
CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRy/6 e CD235A. Questi marcatori
permettono di individuare rispettivamente linfociti T-citotossici, cellule
monocitarie, granulociti e macrofagi, linfociti B, piastrine, NK, DCs e
granulociti basofili, linfociti T-citotossici non CD8*. Dopo l'incubazione di 15
minuti a *4°C, le cellule sono lavate, risospese in buffer e separate su colonna

magnetica. Il principio della separazione magnetica prevede che I'anticorpo
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sia legato a microbiglie magnetiche; di conseguenza, le cellule con I’antigene e
'anticorpo adeso sono trattenute durante il passaggio della sospensione
cellulare attraverso la colonna di separazione sostenuta da un magnete.
L'utilizzo di uno stantuffo, al termine del passaggio su colonna e di tre lavaggi
successivi con il buffer, permette di raccogliere le cellule trattenute
precedentemente dal magnete. In questo caso la selezione e detta “negativa”,
poiché le cellule che eluiscono dalla colonna sono CD4* (prive delle
microbiglie adese), mentre le cellule trattenute sono CD4- (con le microbiglie
adese). La popolazione cellulare CD4* é stata, poi, marcata con microbiglie
sulla cui superficie e legato 'anticorpo anti-CD25 (Anti Biotin Microbeads).
Dopo l'incubazione ed il lavaggio con il buffer, e stata effettuata la separazione
su colonna utilizzando, in questo caso, un metodo di selezione “positiva”: le
cellule che eluiscono sono CD4+*CD25- (prive delle microbiglie adese), mentre
quelle trattenute dalla colonna sono CD4+CD25* (con le microbiglie adese). La
purezza della separazione & risultata maggiore del 97% nella frazione

CD4*CD25* con una contaminazione di cellule CD25* nel subset delle

CD4+CD25- inferiore all'l1%.

Generazione in vitro di cellule T CD4*CD25"8"Foxp3*

Per studiare la capacita delle mo-DCs di convertire in vitro cellule CD4*CD25-
in linfociti T CD4+CD25highFoxp3+, le cellule CD4+*CD25- dei pazienti e dei
controlli sono state messe in coltura da sole e con mo-DCs autologhe mature
(104/pozzetto) al rapporto di 10:1 in presenza di medium RPMI completo in
una piastra da 96 pozzetti per 5 giorni. E’ stata, quindi, valutata la percentuale
di cellule T CD4+CD25highFoxp3+* tramite analisi citofluorimetrica.

In esperimenti paralleli, per studiare l'effetto dell’inibizione di IDO sulla
conversione in vitro di cellule CD4+*CD25- in linfociti T CD4+CD25highFoxp3+, e
stata effettuata la cocoltura sopra descritta sia in presenza che in assenza di L-

IMT (1-metil-L-triptofano; 1uM; Sigma Aldrich), inibitore specifico di IDO. E’
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stata, quindi, valutata la percentuale di inibizione nella generazione di cellule

CD4+CD25highFoxp3* confrontando i valori dei campioni trattati/non trattati.

Valutazione dell’espressione di IDO nelle mo-DCs (RT-PCR quantitativa)

L’'RNA totale e stato estratto dalle mo-DCs immature e mature dei pazienti e
dei soggetti sani utilizzando il kit Qiagen RNeasy microplus (Qiagen,
Valencia, CA, USA). 0.5pg di RNA é stato usato per la retro-transcrizione con
ImProm-II™ Reverse Transcriptase (Promega Corporation, Madison, WI,
USA) ed esameri random (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), secondo le
istruzioni del produttore (Promega Corporation). In breve, le amplificazioni
sono state eseguite con ABI-PRISM 7700 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Foster City, CA) in un volume finale di 25 pL, utilizzando
Platinum qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), primers a 0.75 pM e sonda a 1
M per IDO e primers a 0.37 pM pit la sonda a 1.2 pM per ABLI. I primers per
IDO e ABL1 sono i seguenti: IDO frw 5-GGTCATGGAGATGTCCGTAA-3,
IDO rev 5 -ACCAATAGAGAGACCAGGAAGAA-3’, IDO probe 5-6-FAM-
CTGTTCCTTACTGCCAACTCTCCAAGAAACTG-TAMRA-3’, ABL1 frw 5-
TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT-3',  ABL1 rev 5-
GATGTAGTTGCTTGGGACCCA-3; ABL1 probe 5'-FAM-
CCATTTTTGGTTITGG GCTTCACACCATT-TAMRA-3'. Le condizioni dei
cicli sono le seguenti: 50°C per 2 minuti e 95°C per 15 secondi seguiti da 40
cicli a 95°C per 15 secondi e 60°C per 1 minuto. L'espressione di IDO é stata
normalizzata sul livello di espressione di ABLI. I risultati sono espressi come
rapporto di (numero di copie di IDO/numero di copie di ABL1)*10.000. Tutte

le razioni di real-time PCR sono state fatte in duplicato.

Valutazione dell’attivita enzimatica di IDO
Sono stati misurati i livelli di chinurenine come indice di attivita enzimatica di

IDO mediante un saggio spettrofotometrico; in particolare, le mo-DCs sono
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state raccolte, lavate e risospese in Hanks buffer arricchito con 500 pM di L-
triptofano (Sigma Aldrich) ed incubate per 4 ore a 37°C al 5% di COz. Sono
stati, quindi, raccolti i surnatanti ed & ststo aggiunto acido tricloroacetico al
30% (Sigma Aldrich; 2:1); la soluzione e stata vortexata e centrifugata a 8000 g
per 5 minuti. Successivamente sono stati trsferiti 75 PL di questa soluzione in
una piastra da 96 pozzetti a fondo piatto ed e stato aggiunto ad ogni pozzetto
un volume uguale di reagente di Ehrlich (Sigma Aldrich). Ogni campione e
stato caricato in triplicato; la densita ottica e stata misurata usando un lettore

di piastre Multiskan EX (M-Medical, Milano, Italia) a 490 nm.

Valutazione dell’attivita soppressoria dei Tregs

Al fine di valutare la capacita soppressoria dei Tregs, e stato effettuato un test
di proliferazione in vitro (MLR - Mixed Leucocyte Reaction) allogenico.
Brevemente, sono state messe in coltura cellule T responder purificate
CD4+CD25- (105/pozzetto) da sole o con cellule T CD4*CD25* autologhe
irradiate (3000cGy), a vari rapporti (10:1, 20:1, 40:1, 100:1) in presenza di
104/ pozzetto PBMNCs allogeniche irradiate (3000cGy) in piastre da 96 pozzetti
con fondo rotondo. Il terreno di coltura era RPMI completo, costituito da
RPMI 1640 (Gibco) addizionato con 1% di Penicillina/Streptomicina (ICN
Biomedicals, Milano, Italia), 1% di Glutamina (Sigma Aldrich) e 10% di FBS
(Foetal Bovine Serum, Gibco). Le cellule sono state incubate per 5 giorni a 37°C
e 5%COy e stato, quindi, aggiunto 1pCi/pozzetto di timidina triziata
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA) e, dopo 18 ore di
incubazione, & stata valutata la radioattivita dei vari campioni al gamma-
Counter (Top Count, Wallac LKB). Tale strumento a scintillazione liquida
permette di misurare, in colpi per minuto (cpm), la proliferazione cellulare
sulla base dell'incorporazione della timidina radioattiva. Ogni campione e
stato saggiato in triplicato. I pozzetti di controllo contenevano cellule

CD4+CD25* sole, cellule CD4+CD25- sole, cellule CD4+CD25- e PBMNCs,
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cellule CD4+*CD25* e PBMNCs. La percentuale di inibizione della
proliferazione linfocitaria e stata calcolata secondo la seguente formula: 1 -
(cpm della cocoltura / cpm dei soli responder) x 100. Le differenze tra i gruppi
sono state analizzate con 'ausilio del test T-Student.

I sovranatanti della MLR sono stati, inoltre, raccolti immediatamente prima di
aggiungere la timidina triziata e testati, in diluizioni seriali ed in duplicato, per
valutare la produzione di Interferone-y (IFN-y) mediante 1'impiego di un kit

ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

Valutazione della capacita dei Tregs di inibire la maturazione delle mo-DCs

Mo-DCs immature ottenute a partire da buffy coats sono state messe in coltura
da sole e con cellule T allogeniche CD4*CD25* di pazienti o controlli (rapporto
1:1) per 2 giorni in presenza di LPS (1 ng/pL) in medium RPMI completo, allo
scopo di indurre la maturazione delle mo-DCs. Sono state messe in coltura
anche mo-DCs in presenza di cellule T CD4+*CD25- allogeniche di pazienti o
soggetti sani come controllo. Tutte le condizioni sono state fatte in triplicato.
Le cellule sono state, quindi, marcate con anticorpi monoclonali anti-CD86
FITC, anti-CD80 PE, anti-CD83 FITC, anti-CD40 FITC, anti-HLA-DR PE (BD
Biosciences) per valutare I'inibizione della maturazione delle mo-DCs. Inoltre,
i sovranatanti delle cocolture sono stati raccolti e testati, in diluizioni seriali ed
in duplicato, per valutare la produzione di IL-6 ed IL-10 mediante I'impiego di

un kit ELISA (R&D Systems).

Caratterizzazione e quantificazione di linfociti Th17
La caratterizzazione immunofenotipica dei Th17 e stata effettuata, in accordo
con Cosmi et al., utilizzando il seguente pannello di anticorpi: anti-CD4 PerCP,
anti-CD161 FITC, anti-CD196 PE (Becton Dickinson).
E’ stata, quindi, valutata al citofluorimetro la frequenza delle cellule Th17

circolanti, identificate come CD161*CD196* nella sottopopolazione dei linfociti
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T CD4*. I risultati sono espressi sia come numero assoluto che come

percentuale di cellule positive.

Analisi statistica

I risultati sono espressi come media + deviazione standard (SD).

Dove indicato, le differenze sono confrontate usando il test non parametrico di
Wilcoxon. Per I'analisi della correlazione e stato utilizzato il test di Spearman.

Pvalues <0.05 sono considerati statisticamente significativi.



RISULTATI

Frequenza ridotta dei Tregs circolanti nei pazienti con PTI

In questa tesi ho valutato il numero dei Tregs circolanti in 20 pazienti ed in 20
soggetti sani identificandoli come:

- cellule CD4+CD25highFoxp3*

- cellule CD4+CD25highCD127low/negative

Come mostrato in figura 1A, il numero assoluto delle cellule
CD4+CD25highFoxp3+ dei pazienti (5.5+4.3 cellule/pL) era significativamente
ridotto (p<0.01) rispetto ai controlli normali (11.6£7.0 cellule/uL).

A conferma di tale dato, anche il numero assoluto delle cellule
CD4+CD25highCD]27low/negative ¢ risultato significativamente (p<0.02) ridotto
nei pazienti (51.0+27.3 cellule/uL) rispetto ai soggetti sani (80.5+37.7
cellule/uL) (figura 1B). Inoltre, nei pazienti con PTI c’¢ una correlazione
positiva tra il numero di cellule CD4+*CD25hishFoxp3* ed il numero delle
piastrine (r 0.4; p<0.02).

Per confermare le proprieta regolatorie dei Tregs e valutare se 1'espressione di
Foxp3 e collegata o meno all'attivazione di cellule T, & stata testata
I'espressione di CD69 (marker di attivazione precoce) e HLA-DR (marker di
attivazione tardiva) sulle cellule T CD4+CD25high, ["espressione di entrambi i
marcatori e risultata simile tra pazienti e controlli (dato non mostrato). Inoltre,
I'analisi dell’espressione di altri marcatori, quali GITR, CTLA-4, CD45RA,
CD45R0O, sulle cellule CD4+CD25high non ha evidenziato differenze
significative tra pazienti e controlli (dato non mostrato).

Questi dati, quindi, confermano che il numero dei Tregs circolanti e ridotto nei
pazienti con PTI e dimostrano che non c’é¢ un aumento di cellule T attivate nei

pazienti rispetto ai soggetti sani.
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Generazione in vitro di cellule T CD4*CD25"8"Foxp3*

Per capire se nella PTI il numero ridotto di Tregs circolanti & dovuto ad un
difetto nella loro generazione, sono stati effettuati degli esperimenti per
caratterizzare la conversione in vitro di cellule T CD4+*CD25- purificate in
cellule T CD4+*CD25highFoxp3* in seguito a stimolazione con mo-DCs mature.
La figura 2A mostra l'analisi citofluorimetrica utilizzata per identificare le
cellule CD4+CD25highFoxp3* generate in vitro. In seguito a cocoltura di mo-DCs
di soggetti sani (8 casi) o di pazienti con PTI (8 casi) con cellule T CD4+*CD25-
autologhe, la generazione di cellule T CD4+CD25highFoxp3* & risultata
significativamente ridotta nei pazienti con PTI (54.4+4.5%) rispetto alla
controparte normale (88.3+5.8%; p<0.01) (figura 2B).

Questi risultati mostrano che le mo-DCs dei pazienti con PTI hanno una

difettiva capacita di generare Tregs in vitro.

Valutazione dell’espressione e dell’attivita di IDO nelle mo-DCs mature

Per capire se nella PT1 la ridotta capacita delle DCs di generare in vitro Tregs e
dovuta alla ridotta espressione/up-regolazione di IDO nelle mo-DCs mature,
abbiamo innanzitutto quantificato I’espressione dell’'mRNA di IDO nelle DCs
immature e mature di 8 pazienti e di 10 controlli. Come atteso, 1'espressione di
IDO e risultata significativamente (p<0.001) elevata nelle mo-DCs mature
rispetto a quelle immature, sia nei pazienti che nei controlli (dato non
mostrato). Inoltre, 'espressione delllmRNA di IDO nelle mo-DCs immature
non e risultata significativamente diversa tra pazienti e controlli (3.641+3724 vs
4.180+3.731 (numero di copie di IDO/numero di copie di ABL1)*10.000; p=NS;
dato non mostrato). Al contrario, come mostrato nella figura 3A, il numero
assoluto di trascritti di IDO nelle mo-DCs mature dei pazienti e risultato
significativamente ridotto rispetto alla controparte normale (972.939+770.724

vs  2.409.367+1.591.788 (numero di copie di IDO/numero di copie di
ABL1)*10.000; p<0.04). A conferma di questo risultato, valutando i livelli di
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chinurenine come indice di attivita enzimatica di IDO, abbiamo riscontrato che
la concentrazione di chinurenine nei surnatanti delle cocolture era
significativamente (p<0.05) ridotta nei pazienti (40.7+12.5 uM; 8 casi) rispetto
ai soggetti sani (66.5+9.4 uM;10 casi) (Figura 3B).

Abbiamo quindi valutato se le mo-DCs mature dei pazienti convertono le
cellule CD4+CD25- in cellule CD4+CD25highFoxp3+ attraverso un meccanismo
IDO-dipendente allo stesso modo della controparte normale. La figura 3C
dimostra che l'aggiunta dell'inibitore L-1IMT alle cocolture di cellule
CD4+CD25- con le mo-DCs mature inibisce, allo stesso modo, la generazione di
cellule CD4+CD25highFoxp3+ sia nei pazienti (68+9%; 6 casi) che nei controlli
(60£14%; 6 casi).

Questi risultati dimostrano, quindi, che nei pazienti con PTI le mo-DCs mature
convertono le cellule CD4*CD25- in cellule CD4*CD25highFoxp3* attraverso un
meccanismo IDO-dipendente e che la ridotta capacita delle mo-DCs di
pazienti con PTI di generare in vitro Tregs € correlata alla ridotta espressione e

attivita dell’enzima IDO nelle mo-DCs mature.

Valutazione dell’attivita soppressoria dei Tregs

Per caratterizzare le cellule CD4+*CD25*, abbiamo innanzitutto valutato la loro
attivita soppressoria in 8 pazienti e in 8 controlli sani. Cellule mononucleate
allogeniche sono state messe in cocoltura con cellule CD4*CD25- in assenza o
presenza di cellule CD4+*CD25* autologhe, a diversi rapporti.

Come mostrato in figura 4A, I'attivita proliferativa delle cellule CD4+CD25- di
soggetti normali in cocoltura con cellule CD4+*CD25* autologhe é inibita per
1'82.7424.8% nel rapporto 10:1 e questa capacita soppressoria e ridotta
ulteriormente con l'incremento delle cellule “responder”: 73.0+21.0% per il
rapporto 20:1, 53.0+21.8% per il rapporto 40:1 e 56.7+17.0% per il rapporto
100:1. Al contrario, le cellule T CD4+*CD25* dei pazienti con PTI mostrano una

funzione soppressoria significativamente inferiore (p<0.05) rispetto ai soggetti
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normali: in particolare, la capacita di inibire la proliferazione di cellule
CD4+CD25- autologhe e del 39.0+15.0% per il rapporto 40:1 e del 18.7£16.5%
per il rapporto 100:1.

A supporto di questi dati, il dosaggio di IFN-y nei sovranatanti delle cocolture
dell' MLR ha mostrato che la percentuale di inibizione della produzione di
IFN-y era ridotta in maniera significativa (16.2+12.5%; p<0.05), quando le
cellule T CD4*CD25* dei pazienti con PTI erano messe in cocoltura al rapporto
100:1 responder-suppressor rispetto ai soggetti sani (38.8+11.2%) (figura 4B).

Si puo, quindi, affermare che l'attivita soppressoria dei Tregs risulta
comparabile fra pazienti e controlli quando il rapporto linfociti T-
regolatori/linfociti T-responder & basso; al contrario, a rapporti elevati, la
capacita di inibizione della proliferazione di cellule T-effettrici risulta ridotta

in maniera significativa nei Tregs dei pazienti con PTL

Capacita dei Tregs di inibire la maturazione delle mo-DCs

Allo scopo di valutare eventuali differenze nella capacita di inibire la
maturazione delle Dcs da parte dei Tregs, mo-DCs immature normali sono
state messe in cocoltura con cellule T CD4+*CD25* o CD4+*CD25- allogeniche di
6 pazienti con PTI e di 6 controlli per 2 giorni, dopo aver aggiunto LPS come
stimolo maturativo. L’espressione del CD80 e del CD86 e stata valutata come
Ratio fra il MIF (Mean Intensity Fluorescence) del CD80/CD86 nelle mo-DCs +
le cellule T (CD4+*CD25* o CD4+*CD25) ed il MIF delle DCs da sole.

Quando le mo-DCs sono state coltivate con cellule T CD4+CD25+ normali,
'espressione delle molecole co-stimolatorie CD86 (figura 5A) e CD80 (figura
5B) era significativamente ridotta (p<0.05) rispetto alle mo-DCs coltivate in
presenza di cellule T CD4+CD25-.

Al contrario, mo-DCs coltivate con cellule T CD4*CD25* di pazienti con PTI
non mostravano nessuna variazione significativa nell’espressione del CD80 e

del CD86 rispetto alla cocoltura con le cellule T CD4*CD25- (figura 5A-B).
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Quindi, le cellule CD4*CD25* dei pazienti hanno una minore capacita di
inibire la maturazione delle mo-DCs rispetto a quelle di individui sani.

Per valutare se il contatto con differenti sottopopolazioni di cellule T induceva
differenze funzionali nelle DCs di pazienti e controlli, abbiamo quantificato la
produzione di citochine nelle cocolture. In particolare, la concentrazione di
varie citochine e stata valutata nel surnatante delle mo-DCs normali immature
coltivate per due giorni con cellule CD4+CD25* o CD4*CD25- di pazienti con
PTI (6 casi) o di controlli sani (6 casi). La figura 6A mostra che Ila
concentrazione di IL-10 era significativamente ridotta (p<0.01) nel surnatante
delle mo-DCs maturate in presenza di cellule CD4*CD25* di pazienti con PTI
(99426 pg/mL) rispetto alla controparte normale (218419 pg/mL). Inoltre,
rispetto alle mo-DCs coltivate con le cellule CD4*CD25* dei soggetti sani, la
concentrazione di IL-10 e risultata ridotta nella cocoltura delle mo-DCs con le
cellule CD4+*CD25,, sia dei pazienti che dei controlli. Al contrario, non e
emersa nessuna differenza tra le cellule CD4+CD25* o CD4+CD25-, sia dei
pazienti che dei controlli, riguardo alla concentrazione di IL-12 (dato non
mostrato). La concentrazione di IL-6, invece, ha mostrato un pattern simile a
quello dell'IL-10 (figura 6B), con una concentrazione significativamente
inferiore (p<0.01) nel surnatante della cocoltura delle mo-DCs con le cellule
CD4+CD25* dei pazienti (690+145 pg/mL) rispetto alla controparte normale
(1.119+£112 pg/mL).

Questi risultati indicano, quindi, che nella PTI le cellule CD4+CD25* hanno un
deficit funzionale, in quanto non sono in grado di inibire la maturazione delle
DCs normali e promuovono la formazione di DCs con maggiori capacita
immunogeniche. Inoltre, le cellule CD4+*CD25* di questi pazienti mostrano una
ridotta capacita di inibire la proliferazione dei linfociti T rispetto alla

controparte normale.
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Quantificazione dei linfociti Th17

L’analisi citofluorimetrica dimostra che il numero assoluto dei linfociti Th17
circolanti non risulta significativamente differente tra pazienti e controlli
(rispettivamente 10772 vs 93+39 cellule/ul; p=NS) (figura 7A). Come
mostrato in fugura 7B, anche la percentuale di cellule CD4+*CD161*CD196* e
simile tra pazienti (12.22+4.82%) e controlli (11.88+4.95%) (p=NS). Inoltre, non
e stata riscontrata alcuna correlazione significativa tra il numero dei linfociti
Th17 circolanti ed il numero di piastrine.

Questi risultati, quindi, mostrano che il numero dei Thl7 circolanti nei

pazienti con PTI non differisce rispetto ai soggetti sani.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

I Tregs giocano un ruolo importante nella regolazione della tolleranza al self. Il
loro compito principale e quello di controllare ed inibire I'attivita dei linfociti
T autoreattivi che si trovano in circolo. Ne consegue che alterazioni del
numero e della funzione di tali cellule giocano un ruolo chiave nella genesi
dell’autoimmunita. La PTI ¢ un disordine autoimmune, in cui alterazioni
quanti-qualitative dei Tregs sono state descritte da vari Autori (Sakakura,
2007; Liu, 2007; Ling, 2007; Stasi, 2008; Yu, 2008). L’interazione bidirezionale
tra le DCs e Tregs, invece, non € mai stata analizzata.

I risultati presentati in questa tesi dimostrano che nei pazienti con PTI il
numero ridotto dei Tregs circolanti puo essere dovuto alla ridotta capacita
delle DCs di convertire le cellule CD4*CD25- in Tregs. Tale dato e correlato alla
ridotta espressione ed attivita dell’enzima IDO nelle mo-DCs mature dei
pazienti, in quanto DCs che esprimono IDO favoriscono la formazione dei
Tregs. A loro volta, i Tregs dei pazienti con PTI mostrano una minore capacita
di inibire la maturazione delle DCs e di sopprimere la proliferazione delle
cellule T. Tale condizione risulta associata ad un alterato pattern di secrezione
di citochine rispetto ai controlli.

I Tregs circolanti sono stati identificati come cellule T CD4+*CD25highFoxp3+* e
CD4+CD25highC[D127low/negative ] risultati hanno mostrato che la frequenza di
questa sottopopolazione linfocitaria nei pazienti con PTI é ridotta rispetto ai
soggetti sani, in accordo con altri Autori (Stasi, 2008; Sakakura, 2007), e che il
loro numero é correlato al numero di piastrine e, quindi, alla severita della
malattia. Sulla base di tali risultati ci siamo chiesti se la riduzione del numero
dei Tregs potesse essere dovuta ad una ridotta capacita delle DCs dei pazienti
con PTI di convertire in vitro cellule T CD4*CD25- in Tregs. I dati dimostrano
che le mo-DCs mature dei pazienti con PTI sono meno efficienti nella
conversione e generazione di Tregs rispetto alla controparte normale. Tale
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risultato e correlato alla ridotta espressione/attivita di IDO nelle mo-DCs di
questi pazienti, poiché é stato dimostrato che DCs che esprimono 1'enzima
IDO favoriscono la generazione di Tregs (Chung, 2009). Resta comunque da
chiarire se questa alterata conversione riscontrata in wvitro rispecchi
effettivamente un’alterata generazione di Tregs in vivo. I risultati ottenuti
suggeriscono comunque che nella PTI questo pathway e alterato e puo giocare
un ruolo patogenetico.

Catani et al. hanno recentemente dimostrato che, nei pazienti con PTI, le mo-
DCs pre-stimolate con piastrine autologhe/allogeniche, fresche e invecchiate,
sono piu efficienti nella stimolazione della proliferazione delle cellule T-
effettrici autologhe rispetto alle mo-DCs di individui sani. Abbiamo, quindji,
cercato di chiarire perché le mo-DCs dei pazienti con PTI mostrano un
fenotipo pitt maturo e se cio puo avere un valore patogenetico.

I risultati di questa tesi dimostrano che nei pazienti con PTI il fenotipo piu
maturo delle DCs puo essere dovuto alla ridotta capacita dei Tregs di
controllare/inibire la maturazione delle DCs stesse. Questo dato e stato,
inoltre, confermato dalla ridotta secrezione di citochine , in particolare IL-10 e
IL-6, nel surnatante delle cocolture mo-DCs/CD4+*CD25*. Infatti, come noto,
I'I[L-10 e una citochina in grado di sopprimere il rilascio di citochine pro-
infiammatorie e inibire la capacita di presentare gli antigeni nelle APCs. L'IL-6
€ una citochina pleiotropica e recentemente e stata dimostrata la sua capacita
di inibire la maturazione delle DCs, in quanto la maturazione di tali cellule
(derivate in vitro a partire da cellule CD34+) e risultata inibita in presenza di
questo fattore (Ratta, 2002).

Inoltre, alla luce del fatto che il CTLA-4 dei Tregs gioca un ruolo fondamentale
nell'inibizione della maturazione delle DCs e che nel nostro studio
'espressione di questa molecola nei Tregs circolanti non e risultata differente

tra pazienti e controlli, si puo escludere l'ipotesi secondo cui nella PTI
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alterazioni dell’espressione del CTLA-4 possano influenzare la maturazione
delle DCs.

I nostri dati, inoltre, sono in accordo con il gruppo di Zhang XL et al. che ha
dimostrato che, nella PTI, Tregs possono essere generati de novo a partire da
cellule T non regolatorie CD4*CD25-CD45RA* e che le DCs modulate con
questi Tregs mostrano un fenotipo semi-maturo (Zhang XL, 2009).

In conclusione, questi dati dimostrano che nella PTI I'interazione bidirezionale
tra Tregs e DCs risulta alterata e svolge un ruolo nella patogenesi di questa
malattia, in quanto, da un lato, si hanno dei Tregs con un deficit numerico e
funzionale e, dall’altro, delle DCs con una maggiore capacita immunogenica.
Un ambito innovativo nello studio dei meccanismi patogenetici della PTI
riguarda il rapporto tra Tregs e Th17. Come & noto, TGF-f3 ed IL-2 stimolano la
produzione dei Tregs, ma allo stesso tempo hanno un ruolo antinfiammatorio
e di inibizione della proliferazione di linfociti Th17, mentre I'IL-6 e I'IL-21
stimolano la proliferazione ed il differenziamento dei linfociti Th1l7 ma
inibiscono 1'attivita T-regolatoria (Veldhoen, 2006, Marie, 2006; Korn, 2007;
Mucida, 2007; Awasthi, 2008; Zhou, 2008). Poiche la frequenza dei Tregs
risulta alterata in questi pazienti e, vista la stretta relazione tra Tregs e Th17,
abbiamo ipotizzato che anche la frequenza di questi ultimi potesse essere
alterata nei pazienti rispetto ai soggetti sani. I risultati ottenuti dimostrano
invece che il numero assoluto e la percentuale dei linfociti Th17 sono simili tra
pazienti e controlli sani; inoltre, in accordo con Guo et al.,, non é risultata
alcuna correlazione tra i linfociti Th17 e il numero di piastrine in questi
pazienti (Guo, 2009).

Studi precedenti hanno dimostrato che i livelli plasmatici di IL-17 erano simili
tra pazienti con PTI e controlli (Zhu, 2010; Ma, 2008). Poiché le citochine Th1
sopprimono la formazione dei Th17 (Harrington, 2005), questi risultati
possono essere spiegati, almeno in parte, dall’elevata risposta di tipo Thl

riscontrata gia in passato nei pazienti con PTI (Semple, 2010).
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In conclusione, questi risultati dimostrano che nella PTI, a differenza di altre
malattie autoimmuni, il numero dei linfociti Th17 circolanti non differisce

dalla controparte normale.



FIGURE

Figura 1: Ridotto numero dei Tregs nei pazienti con PTI rispetto ai soggetti
sani. I Tregs circolanti sono stati identificati come numero di cellule T

CD4+CD25h8hFoxp3* (A) e CD4+*CD25high]27low/negative (B),

espressi come media * deviazione standard. (*p<0.02)
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Figura 2: Conversione in vitro delle cellule CD4*CD25 in CD4+CD25highFoxp3+
da parte delle mo-DCs mature. (A) Esempio di identificazione tramite
citofluorimetria di cellule T CD4+*CD25highFoxp3* generate in vitro. Il gate P3
identifica le cellule CD4+CD25high, I] gate P4 mostra le cellule Foxp3 positive
nella frazione CD4+CD25high, (B) Percentuale di cellule T CD4+CD25highFoxp3+
generate in vitro. I risultati sono espressi come media + deviazione standard.
(*p<0.01)
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Figura 3: Ridotta espressione e attivita di IDO nelle mo-DCs dei pazienti con PTI. (A)
Real-time RT-PCR di IDO. (B) Livelli di chinurenine, valutati mediante saggio
spettrofotometrico, nel surnatante delle mo-DCs mature risospese in terreno
arricchito di triptofano, come indice di attivita enzimatica di IDO. (C) Percentuale di
inibizione della conversione di cellule T CD4+*CD25  in cellule T CD4+*CD25*Foxp3*
in seguito a trattamento con l'inibitore specifico di IDO (L-1MT). I risultati sono
espressi come media *+ deviazione standard. (*p<0.05)
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Figura 4: Ridotta capacita soppressiva delle cellule CD4+CD25* dei pazienti
con PTI. (A) MLR allogenica. Inibizione della proliferazione di cellule
CD4+CD25- ad opera di cellule CD4+*CD25* di pazienti con PTI o controlli, a
diversi rapporti, in presenza di PBMNCs allogeniche. (B) Valutazione della
percentuale di inibizione della produzione di IFN-y nei sovranatanti delle

colture per MLR. I risultati sono espressi come media + deviazione standard.
(*p<0.05)

0O Soggetti sani W Pazienti con PTI
120 -
= 100
et *
c® 80
o [
23
o5 60
S o
o5 40
o
o 20 -
—
= 0
100:1 40:1 20:1 10:1
Cellule CD4*CD25": cellule CD4 *CD25*
A
O Soggetti sani W Pazienti con PTI
90 -
80 -
>
© 2 70 -
3 L 60 - *
© 5 1
g q) 50 T
~N S
52 40
=3 30-
T Qo
L2 20
10 -
0
100:1 40:1 10:1
Cellule CD4 "CD25"; cellule CD4 *CD25"

- B8 -



Figura 5: Ridotta capacita delle cellule T CD4*CD25* dei pazienti con PTI di
inibire la maturazione delle mo-DCs. (A) Espressione del CD86 e (B)
espressione del CD80, entrambi presentati come rapporto tra il MIF delle mo-
DCs piu le cellule T CD4+*CD25+/- e il MIF delle mo-DCs. I risultati sono
espressi come media * deviazione standard. (*p<0.05)
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Figura 6: Analisi delle citochine nel surnatante delle cocolture di mo-DCs con
cellule T CD4+CD25*/- tramite dosaggio ELISA. Valutazione della produzione
di IL-10 (A) e IL-6 (B). I risultati sono espressi come media + deviazione
standard. (*p<0.01)
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Figura 7: Analisi citofluorimetrica dei linfociti circolanti Th17 nei pazienti con
PTI e nei controlli. I linfociti Th17 sono stati identificati come cellule
CD4+CD161*CD196* e sono mostrati (A) come percentuale di cellule CD4* o
(B) numero assoluto. I risultati sono espressi come media * deviazione
standard.
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