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L. INTRODUZIONE

La produzione di anticorpi da parte delle plasmacellule ¢ una
fondamentale prerogativa dell’immunita adattativa. Gli anticorpi delle
classi IgM, IgG ed IgA diretti contro epitopi batterici e virali neutralizzano i
microrganismi proteggendo I’organismo dalle infezioni batteriche (Tangye
et al., 2013). Gli anticorpi della classe IgE sono prodotti in risposta ad
infezioni da elminti e ad un ampio spettro di allergeni. Infatti, le IgE
svolgono un ruolo fondamentale nella patogenesi delle malattie allergiche
(Wu e Zarrin, 2014). L'induzione dell’immunita protettiva contro agenti
patogeni e la produzione di IgE in risposta ad allergeni dipende da distinti
tipi di risposte immunitarie. Questo concetto si basa sulla flessibilita e sulla
plasticita dei T linfociti naive CD4" che possono differenziarsi in diversi
sottopopolazioni con funzioni effettrici specializzate. La differenziazione
dei vari subsets di cellule T ¢ influenzata dalle citochine presenti nel
microambiente che inducono la sintesi di specifici fattori di trascrizione
che, a loro volta, attivano i linfociti CD4" verso la differenziazione in
specifiche linee cellulari (Fig.1).

La differenziazione dei B linfociti a plasmacellule dipende
fondamentalmente da segnali provenienti da linfociti T helper follicolari
(Tth) (Tangye et al., 2013; Wu et al., 2014). Le cellule Tth inizialmente
individuate, nel 2000 e nel 2001, nelle tonsille umane da tre gruppi

indipendenti di ricercatori, rappresentano una sottopopolazione di linfociti



T helper con una particolare espressione di profilo genico ed una particolare
attitudine a stimolare la risposta anticorpale. I linfociti T Aelper follicolari
(Tth) rappresentano una sottopopolazione di T linfociti CD4" caratterizzata
fenotipicamente da elevati livelli del recettore per le chemochine CXCRS (
Breitfeld et al., 2000; Schaerli et al., 2000, Kim et al., 2001).

Le tonsille sono organi linfatici secondari simili ai linfonodi e
sono esposte ad un ampio spettro di antigeni di origine batterica e virale
provenienti dall’orofaringe e dalle alte vie respiratorie. Le tonsille
possiedono ampi ed attivi centri germinativi e rappresentano, pertanto,
organi linfatici ideali per lo studio delle funzioni degli stessi. I centri
germinativi sono strutture che si sviluppano all'interno della zona B
cellulare (follicoli) dei tessuti linfoidi secondari. Il complesso processo di
maturazione dei linfociti B (selezione clonale ed ipermutazione), lo
switching isotipico, la maturazione delle cellule B della memoria ed in
plasmacellule si verificano all'interno dei centri germinativi. Pertanto, 1
centri germinativi svolgono un ruolo fondamentale nell’immunita protettiva
contro i patogeni batterici e virali e verosimilmente nella produzione di IgE.

L’espressione del recettore CXCR5 caratterizza
fenotipicamente le cellule Tfh dagli altri linfociti T CD4". Il recettore per
le chemochine CXCL13 regola la migrazione delle cellule Tth verso le
zone B dei follicoli (Kim et al., 2001; Ansel et al.,1999). CXCRS5 ¢
altamente espresso sulle Tfh presenti nei centri germinativi. Questo

recettore ¢ anche presente sulla superficie dei linfociti B ed ¢ necessario



per la loro risposta a CXCL13 e per la migrazione a formare follicoli
(Forster et al.,1996). La co-localizzazione delle cellule T CD4" e delle
cellule B all’interno dei follicoli permette I’interazione tra il T cell
receptor (TCR) ed il Complesso Maggiore di Istocompatibilita di classe
I (TCR-MHCII) espresso dalle cellule dendritiche. Numerose altre
molecole di superficie (CD28, CD40L, ICOS, PD-1, etc.) sono
fondamentali per un’ottimale interazione cellulare tra linfociti Tth e
linfociti B.

L’originale descrizione delle cellule Tth in funzione
dell’espressione di CXCRS fu inizialmente insufficiente a caratterizzarle
con precisione. Infatti, inizialmente la letteratura scientifica non le
riconobbe pienamente come un subset di cellule T CD4" distinto dalle
altre sottopopolazioni di linfociti T helper (Thl, Th2, Th9, Th17, Th22 e
Treg). La differenziazione dei linfociti CD4" & controllata da fattori di
trascrizione che determinano la differenziazione in linfociti Thl, Th2
Th9, Th17, Th22, ed in Treg (T-bet, GATA3, PU-1, RORyt, AHR/
RORyt, Foxp3, rispettivamente) (Zhu et al., 2010).

Inizialmente non fu identificato alcun fattore di trascrizione nei
linfociti Tth umani. La successiva identificazione di BCL-6 come il
principale regolatore della differenziazione dei linfociti Tth (Johnston et
al., 2009; Nurieva et al., 2009; Yu et al., 2009), ha fornito la
dimostrazione del ruolo “helper” di queste stesse cellule nei confronti dei

linfociti B (Johnston et al., 2009; Yu et al., 2009; Nurieva et al., 2008).



Inoltre, la comprensione dell’importanza di IL-21 per le funzioni delle
cellule Tth (Nurieva et al., 2008; Linterman et al,2010; Zotos et al.,
2010; Avery et al., 2010) ha permesso di stabilire che questi linfociti
sono un subset cellulare distinto di T linfociti CD4" di importanza
fondamentale per 'immunita protettiva e, verosimilmente, per la sintesi
di IgE (Fig. 1).

I ruolo fondamentale delle cellule Tfth e dell’IL-21
nell’immunita umorale ¢ stato dimostrato in diverse malattie infettive,
(Cubas et al., 2013; Pallikkuth et al., 2012), in numerose malattie
autoimmuni (Simpson et al., 2010; Zhu et al., 2012; Morita et al., 2011),
in corso delle vaccinazioni (Pallikkuth ef al., 2012; Bentebibel et al.,
2013), in pazienti con immunodeficienze (Harker et al., 2013; Salzer et
al., 2014) e nei tumori (Gu-Trantien et al., 2013).

Le cellule Tth svolgono un ruolo essenziale nella produzione di
anticorpi protettivi. Questo aspetto ¢ evidenziato da ricorrenti infezioni in
pazienti con immunodeficienze primitive legate a mutazioni di molecole
fondamentali per la differenziazione delle cellule Tth (King et al., 2008;
Schmitt et al., 2013). D’altro canto, una eccessiva o disregolata attivita
delle cellule Tth puo dar luogo alla iperproduzione di auto-anticorpi ed
alla insorgenza di malattie autoimmuni (Craft et al., 2012; Yu and
Vinuesa, 2010a; Sweet et al., 2012).

I1 ruolo delle cellule Tth, attraverso la produzione di IL-21, nel

guidare la differenziazione delle plasmacellule e la sintesi di IgM, IgG ed



IgA dalle cellule B nei centri germinativi ¢ stato ampiamente
documentato. Viceversa, nonostante 1’importanza della risposta IgE nella
patogenesi delle patologie allergiche (Martinez and Vercelli 2013; Wu
and Zarrin, 2014), il ruolo delle cellule Tth “canoniche”, delle cellule
Tth-like periferiche e dell’IL-21 nelle malattie allergiche resta in gran
parte sconosciuto. Gli studi effettuati sinora evidenziano la complessita
del ruolo dell’IL-21 nella regolazione della sintesi delle IgE in differenti
modelli animali in vitro ed in vivo.

Numerose lavori hanno valutato le caratteristiche principali
delle cellule Tth (Crotty, 2011; Vinuesa and Cyster, 2011; Linterman et
al., 2012; Ma et al., 2012; Tangye et al., 2013) e dell’IL-21 (Spolski et
al., 2008) nelle patologie autoimmuni, nelle infezioni e nei tumori. Al
contrario, il ruolo delle cellule Tth e dell’IL-21 nella modulazione della
sintesi delle IgE nel contesto delle patologie allergiche ¢ stato poco
studiato.

Nel nostro studio effettuato presso 1’Imperial College London-
National Heart and Lung Institute (Allergy and Clinical Immunology
Department) diretto dal Prof. Stephen R. Durham e con la supervisione
del Dr. Mohamed H. Shamji, abbiamo valutato il ruolo dei linfociti Tth-
like presenti nel sangue periferico in pazienti affetti da rinite allergica
stagionale. Inoltre, abbiamo investigato il ruolo della IL-21, citochina

prodotta principalmente dai linfociti Tfh e potente driver della



differenziazione plasmacellulare, nella produzione di anticorpi IgE dalle

cellule B e dalle plasmacellule umane.

II. MIGRAZIONE E LOCALIZZAZIONE DELLE CELLULE TFH

L’interazione tra cellule Tth e cellule B ¢ stata inizialmente
descritta per le cellule Tth residenti nelle tonsille umane (Breitfeld et al.,
2000; Schaerli et al., 2000; Kim et al.,2001). Negli ultimi anni vi ¢ un
progressivo interesse sull’importanza di differenti subsets di cellule Tth
presenti nel sangue umano (Morita et. al., 2011; Bentebibel et al., 2013;
He et al., 2013; Locci et al. 2013). Inoltre, ¢ stata rilevata la presenza di
centri germinativi in organi linfatici “terziari”: ad esempio nel cervello di
pazienti affetti da sclerosi multipla (Magliozzi et al, 2007), nella
membrana sinoviale di pazienti con artrite reumatoide (Humby et al,
2009) e nel rene di pazienti con lupus eritematoso sistemico (Chang et
al., 2011).

Molteplici progressi sono stati effettuati nella comprensione
della migrazione delle cellule B negli organi linfatici secondari ed al loro
interno, inclusi 1 centri germinativi. Tuttavia, non ¢ ben noto cosa
determini la migrazione delle cellule Tth, la loro permanenza e 1’uscita
dai centri germinativi (Vinuesa and Cyster, 2011; Shulman et al., 2013).
La maturazione delle cellule T in aeree specializzate all’interno dei

follicoli inizia con la migrazione delle cellule T “primed” ai confini tra le
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cellule T e 1 follicoli (T:B border) negli organi linfatici secondari
(Vinuesa et al., 2011). L’ homing delle cellule follicolari da parte delle
cellule T si basa su processi che iniziano con la down-regulation
dell’espressione di CCR7. L’allontanamento dalla zona T si verifica
contestualmente all’induzione dell’espressione di CXCRS5 che ¢ una
molecola fondamentale per 1’homing delle cellule Tfh attraverso il
legame con CXCL13 (Haynes et al., 2007). In questo modo, le cellule
Tth maturano e si localizzano all’interno dei centri germinativi attivi. La
down-regulation di CCR7 e la up-regulation di CXCRS ¢ coordinata dal
fattore di trascrizione BCL-6 (Johnstone et al., 2009; Nurieva et al.,
2009a). Recentemente, ¢ stato riportato che Ascl2 ¢ un altro fattore di
trascrizione precedente all’induzione di BCL-6 ed ha un ruolo
fondamentale nella wup-regulation iniziale di CXCRS e la down-
regulation di CCR7 innescate dal signaling del TCR (Liu et al., 2014).
Inoltre, I’ubiquitina E; ligasi /fch sembra avere un ruolo importante nelle
fasi iniziali dello sviluppo delle cellule Tth (Xiao ef al., 2014). D’altro
canto STATS regola negativamente la maturazione delle Tth e le loro
funzioni attraverso la riduzione di CXCRS5 e I’espressione di IL-21
(Nurieva et al., 2012).

Recentemente numerosi gruppi hanno posto in evidenza la
regolazione post-trascrizionale delle cellule Tth da parte del cluster di
micro-RNA miR-17~92 (Baumjohann et al., 2013) e delle proteine della

famiglia di Roquin (Vogel et al., 2013; Pratama et al., 2013).
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III. FUNZIONE DELLE CELLULE TFHE DI IL-21

Una funzione fondamentale dei linfociti Tth ¢ quella di fornire
“help” ai linfociti B attraverso la produzione di IL-21 e I’espressione di
CDA40L. Le cellule Tth residenti nei centri germinativi possono essere
distinte dalle cellule “non Tfh” sulla base della produzione di specifiche
citochine (Yu and Vinuesa.,, 2010). IL-21 ¢ altamente espressa dalle
cellule Tth (Nurieva et al., 2008; Yusuf et al, 2010; Chtanova et al.,
2004; Rasheed et al., 2006). I linfociti Tth presenti nelle tonsille umane
sono 1 maggiori produttori di IL-21. Viceversa, queste cellule non
producono IL-17 e IL-22 (Ma et al.,2009; Yu et al., 2009). Le cellule
Tth aumentano nel contesto di infezioni virali od elmintiche e possano
produrre IFNy e IL-4 (King and Mohrs, 2009; Reinhardt et al.,2009;
Yusuf et al, 2010; Glatman Zaretsky et al, 2009). Tuttavia,
I’espressione di queste citochine ¢ di gran lunga inferiore rispetto alle
cellule Thl e Th2 (Ma et al., 2009; Yu et al., 2009; Yusuf et al.,2010).
IL-21 ¢ stata inizialmente clonata come il ligando del recettore orfano,
IL-21R  (Parrish-Novak et al, 2000). IL-21R agisce attraverso
I’interazione con la catena gamma (y.), facendo dell’IL-21 un membro
della famiglia delle citochine vy, (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21)
(Fig. 2).

L’interazione tra le cellule Tth e le cellule B ¢ complessa e

bidirezionale (Fig. 3). Le cellule Tth sono necessarie alla formazione ed
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al mantenimento dei centri germinativi ed alla generazione della maggior
parte delle cellule B della memoria e delle plasmacellule. Affinche la
formazione dei centri germinativi abbia inizio, le cellule Tth inducono la
differenziazione delle cellule B dei centri germinativi stimolando
I’espressione di BCL-6 nelle cellule B. L’induzione di BCL-6 nelle
cellule B ¢ un processo complesso e non completamente elucidato
(Parekh et al, 2008). Quando il centro germinativo si ¢ formato, le
cellule Tth provvedono alla sopravvivenza cellulare e ad inviare segnali
di proliferazione alle cellule B, stimolando i1 processi di mutazione
ipersomatica e di selezione. Le cellule Tfh forniscono segnali di
sopravvivenza e proliferazione alle cellule B attraverso molteplici
meccanismi che coinvolgono IL-21, CD40L, PD-1 e BAFF. I prodotti di
queste reazioni nei centri germinativi sono rappresentati da cellule della
memoria e dalla sintesi di anticorpi ad alta affinita (Fig.4).

IL-21 ¢ il piu potente driver di differenziazione plasmacellulare
sia nell’'uomo che nel topo (Ozaki et al., 2004) (Ettinger et al., 2005;
Good et al., 2006; Bryant et al., 2007). L’induzione dell’IL-21 ¢ STAT3
dipendente (Avery et al., 2010). IL-21 ¢ fondamentale anche per la
proliferazione dei linfociti B presenti nei centri germinativi (Linterman et
al., 2010; Zotos et al., 2010).

Le cellule Tth esprimono in maniera selettiva un ampio range
di marcatori di superficie. Questo riflette due importanti caratteristiche

delle Tth: la localizzazione selettiva che richiede 1’espressione del
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recettore CXCRS per alcune specifiche citochine e la capacita di fornire
“help” alle cellule B. Il CD40 appare fondamentale in numerosi steps ed
aspetti dell” “help” alle cellule B. In assenza di CD40L o CD40, vi ¢ un
blocco a livello dei centri germinativi (Foy et al., 1994) e dello sviluppo
plasmacellulare (Renshaw et al, 1994). Le cellule B dei centri
germinativi sono altamente pro-apoptotiche e richiedono costanti segnali
per la loro sopravvivenza (Allen et al., 2007). Il legame CD40L-CDA40 ¢
critico per il mantenimento delle cellule B (Takahashi et al., 1998). La
proliferazione richiede la presenza di CD40L e di IL-21 (Good et al.,
20006).

IL-4 ¢ 1l prototipo delle citochine Th2 ed ¢ associata alla
produzione di anticorpi IgE (Johnston et al, 2009). IL-4 ¢ stata
inizialmente riconosciuta come un fattore di sopravvivenza e
differenziazione dei linfociti B (Paul ef al., 1987). E’ stato recentemente
stabilito che la produzione di anticorpi richiede la presenza in vivo di
cellule Tth e non di cellule Th2 o Th17 (Nurieva et al., 2009; Yu et al.,
2009; Nurieva et al., 2008). Le cellule Tth dei centri germinativi possono
produrre IL-4 (Kim ef al., 2001; Fazilleau et al., 2009a; Reinhardt et al.,
2009; Glatman Zaretsky et al., 2009; King et al, 2009; Yusuf et al.,
2010; Cannons et al., 2010) indipendentemente dalla differenziazione
Th2 (Yusuf ef al, 2010; Cannons et al., 2010). IL-4 ha un effetto anti-
apoptotico sulle cellule B (Nelms ef al., 1999; Wurster et al., 2002) e

svolge un ruolo protettivo sulle cellule B tendenzialmente prone
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all’apoptosi (Liu et al.,1989). IL-4 induce swiftch isotipico delle I1gG; e
delle IgE nell’uomo e nel topo. La Fig. 4 illustra schematicamente gli
eventi cellulari e molecolari che si verificano nei linfonodi e che portano
alla differenziazione delle cellule B a plasmacellule ed alla produzione di

anticorpi.

IV. CELLULE TFH-LIKE DEL SANGUE PERIFERICO UMANO

Le cellule Tth sono state inizialmente descritte come una
popolazione di cellule T CXCRS5" localizzate nei centri germinativi delle
tonsille umane (Schaerli et al., 2000; Kim et al., 2001; Breitfeld et al.,
2000). Una sostanziale popolazione di cellule T CXCRS5" & stata
identificata anche nel compartimento dei linfociti CD4" nel sangue
periferico umano (Kim et al, 2001; Breitfeld et al, 2000). La precisa
correlazione tra le cellule Tth tonsillari e quelle periferiche ¢ in parte
sconosciuta. Le cellule T tonsillari CXCRS5™ CD4" sono considerate
cellule Tth “canoniche” (Schaerli et al., 2000; Breitfeld et al., 2000;
Chtanova et al., 2004). In effetti, CXCRS ¢ un marker subdolo in vitro in
quanto le cellule Tth umane tendono a perderne I’espressione (Schaerli et
al., 2000; Kim et al., 2001; Bossaller et al., 2006).

La produzione di IL-21 da sola ¢ insufficiente a classificare le
cellule Tth senza la caratterizzazione di BCL-6, PD-1, CXCRS, e/o

markers addizionali di differenziazione. Infatti, anche le cellule Th17
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(Korn et al., 2009; Manel et al.,2008; Yang et al., 2008) e Th1l umane
possono produrre piccole quantita di I[L-21 (Ma ef al., 2009; Schmitt et
al., 2009).

L’iniziale differenziazione delle cellule Tth e la produzione di
IL-21 sono determinate nell’'uomo dalla iniziale produzione di IL-12 da
parte delle cellule dendritiche (Ma et al, 2009). La completa
differenziazione richiede ulteriori segnali (Liu et al., 2014; Xiao et al.,
2014). La comprensione dei meccanismi di differenziazione delle cellule
Tth e di quelli che regolano la differenziazione delle cellule Tth umane
pud avere implicazioni nello sviluppo di vaccini e di terapie delle
malattie autoimmuni. Inoltre, pud anche essere d’ausilio alla
comprensione dei meccanismi alla base della produzione delle IgE nel
contesto delle malattie allergiche e dell’immunoterapia specifica.

La relazione tra le cellule Tth tonsillari ed i linfociti T CD4"
CXCRS" del sangue periferico (Tfh-like) & stata recentemente
attivamente investigata. E’ stato suggerito che le cellule T del sangue
periferico CD4" CXCRS5" siano cellule in uno stato di quiescenza con un
fenotipo di memoria (Schaerli et al., 2000). Diversamente dalle cellule
Tth tonsillari, le cellule Tth-/ike del sangue periferico sembrano avere
una capacita limitata nel fornire “help” alle cellule B in vitro (Kim et
al.,2001) ed esprimere bassi livelli di BCL-6 (Crotty et al., 2011).

Le funzioni delle cellule Tth umane presenti nei centri

germinativi sono comparabili a quelle murine. Una eccezione ¢
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CXCL13, il ligando di CXCRS. Nel topo, CXCL13 ¢ espresso dalle
cellule stromali e non dalle cellule Tth (Crotty et al., 2011). Nell’uomo,
CXCL13 ¢ prodotto ad elevati livelli dalle cellule Tth (Rasheed et al.,
2006; Kim et al., 2004) e non da altre cellule CD4". CXCL13 ¢ una
chemochina che attrae i linfociti B (Kim et al., 2004) e puo influenzare il
loro recruitment a livello della “light zone” dove risiedono la gran parte
delle cellule Tth e delle cellule dendritiche follicolari.

Di recente alcuni studi hanno caratterizzato le cellule umane
periferiche CD4" CXCRS" che condividono proprieta funzionali con le
cellule Tth “canoniche” e hanno valutato il loro ruolo nelle patologie
autoimmuni. Morita e collaboratori hanno evidenziato che le cellule
CXCRS' rappresentano approssimativamente 1’8% dei linfociti T CD4"
nel sangue periferico (Morita et al, 2011). Come da precedenti
osservazioni (Kim et al.,2004; Schaerli et al., 2000) le cellule periferiche
CD4" CXCRS5" possono esprimere CCR7; solo una percentuale esprime
molecole di attivazione quali ICOS e CD69 espresse dalle cellule Tth
“canoniche”. Per valutare la capacita “helper” nei confronti delle cellule
B, le cellule CXCR5" sono state poste in co-coltura con cellule B naive
autologhe (IgD" CD27°, CD19") ed un superantigene (I’enterotossina B
dello Stafilococco aureo). Le cellule CD4™ CXCRS5" stimolavano le
cellule naive B a produrre immunoglobuline (IgM, IgG e IgA).
Quest’ultima osservazione suggerisce che le cellule periferiche CD4"

CXCRS" sono in grado di indurre differenziazione delle cellule B a
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plasmacellule e di promuovere lo switch isotipico. Inoltre, ¢ stato
dimostrato che, analogamente alle cellule Tth tonsillari (Bryant et al.,
2007), le cellule T periferiche CD4" CXCRS5" secernono IL-21. Inoltre,
bloccando IL-21 durante le co-colture di cellule B naive con cellule
periferiche CD4" CXCRS5" viene inibita la produzione di anticorpi,
laddove I’aggiunta di IL-21 potenzia la produzione di IgM, IgG e di IgA.
Infine, bloccando I’interazione ICOS-ICOSL ¢ inibita sia IL-21 che la
produzione di immunoglobuline. Nel loro insieme, questi risultati
indicano che una popolazione di cellule periferiche umane CD4"
CXCRS" presentano alcune proprieta funzionali delle Tth canoniche.
L’espressione di diversi recettori per chemochine ¢
fondamentale per definire i vari subsets di cellule umane T CD4". Ad
esempio, CXCR3 ¢ caratteristico di cellule del pathway Thl (Bonecchi et
al.,1998; Sallusto et al.,1998; Rabin et al., 2003); CCR6 ¢ espresso dai
linfociti Th17 (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Annunziato et al., 2007).
Morita et al. hanno dimostrato che 1’impiego dei marcatori CXCR3 e
CCR6 consente di definire 3 subsets maggiori nell’ambito delle cellule T
periferiche CD4" CXCRS5". Le cellule CXCR3 CCR6 e CXCR3 CCR6"
producono IL-21. Al contrario, le cellule CXCR3" CCR6 secernono
IFN-y, ma non citochine Th2 o Th17. Le cellule CXCR3™ CCR6™ (Th2-
like) producono citochine Th2-/ike (IL-4, IL-5, e IL-13), oltre che 1L-21;
le cellule CXCR3" CCR6" (Thl7-like) esprimono citochine Th17-like

(IL-17A and IL-22) oltre che IL-21. Inoltre, le cellule CXCR3" CCR6
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esprimono T-bet, il fattore di trascrizione delle cellule Thl; le cellule
CXCR3" CCR6  esprimono il fattore GATAS3 tipico delle cellule Th2 e le
cellule CXCR3™ CCR6" esprimono il fattore RORyt tipico delle cellule
Th17 (Fig.5).

Le cellule periferiche CD4" CXCRS5" esprimono bassi livelli del
fattore di trascrizione BCL-6 rispetto a quelle tonsillari (Chtanova et al.,
2004; Rasheed et al., 2006). Anche, Morita ef al. hanno dimostrato che
I’espressione di BCL-6 ¢ espressa a livelli ridotti nei vari subsets di
cellule periferiche CXCRS5". Sia le cellule CXCRS5" Th2-like che le
Th17-like inducono in modo efficiente le cellule naive B a proliferare e a
differenziarsi in plasmablasti CD19"° CD38". Le cellule Th2-like
inducono le cellule naive B a produrre IgM, IgG, IgA ed IgE. Le cellule
Th17-like stimolano le cellule B naive a produrre IgM, IgG, and IgA, ma
non IgE. Infine, bloccando IL-21 durante le co-culture di cellule B naive
con CXCRS" Th2-like si riduce la produzione di IgM ed IgG, laddove
bloccando I’'IL-4 viene inibita la produzione di IgE (Morita ef al, 2011).

Come evidenziato dai risultati suddetti, le cellule periferiche
CD4'CXCRS5" sono composte da subsets funzionalmente distinti che
condividono proprieta con cellule Thl, Th2 e Th17. Le cellule CXCR5"
Th2-like e le cellule CXCRS5" Th17-like inducono le cellule B naive a
produrre anticorpi in un processo mediato dall’IL-21. E’ interessante
sottolineare che solo una frazione di cellule Tfh presente nei centri

germinativi tonsillari produce 1L-4 ed IL-21 (Lane et al., 2005; Ma et al,
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2009; Yu et al., 2009). Questo subset cellulare potrebbe rappresentare un
interessante target per terapie anti-allergiche e per I’immunoterapia
specifica.

Bentebibel e collaboratori hanno evidenziato che una piccola
popolazione di cellule ICOS™ CXCR3" CXCR5" CD4" T compaiono
transitoriamente nel sangue dopo la vaccinazione influenzale e correlano
con elevati titoli di anticorpi anti-influenza (Bentebibel ez al., 2013). He
et al. (2013) hanno recentemente dimostrato che cellule T helper
circolanti CXCR5™ comprendono differenti subsets: CCR7™ PD-1° ¢
CCR7° PD-1". Nel sangue periferico umano, T helper CCR7" PD-1"
CXCR5" sono aumentate in maniera transitoria dopo la vaccinazione
anti-influenzale. In colture in vitro di T ¢ B linfociti, le cellule CCR7"
PD-1" CXCR5" erano un potente stimolo per la differenziazione
plasmacellulare e la produzione anticorpale. Inoltre, lo stesso gruppo ha
dimostrato che pazienti con lupus eritematoso sistemico ed artrite
reumatoide presentano livelli di subsets CCR7" PD-1" che correlavano
con elevati profili anticorpali e piu severa attivita di malattia (He et al.,
2013). Sono stati chiaramente identificati due subsets maggiori
nell’ambito delle cellule CXCR5": il subset CCR7° -PDI™ ha un
fenotipo di cellule Tfh precursore mentre il subset CCR7" PD-1' ha un
fenotipo caratteristico di cellule quiescenti. Questi risultati rappresentano

un significativo avanzamento nel monitoraggio della differenziazione
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delle cellule Tth ed ampliano le nostre conoscenze sull’eterogeneita dei
linfociti CD4" CXCRS5 " nel sangue periferico umano.

Locci e collaboratori hanno cercato di caratterizzare in dettaglio
le cellule umane periferiche CXCRS". Confrontate con le cellule Tth dei
centri germinativi, le cellule CD4" CXCRS" periferiche umane esprimono
livelli intermedi di CXCRS (Locci et al., 2013). La maggior parte delle
cellule CXCR5" erano PD-1", mentre una piccola proporzione di queste
cellule era CXCR5" ICOS" e PD-1". Una sostanziale popolazione (circa
il 30%) di queste cellule CXCRS" esprimevano PD-1 a livelli moderati e
queste cellule erano ICOS'. E’interessante notare che 1’espressione di
PD-1, come anche I’espressione di CXCRS, era stabile sulla superficie
cellulare. Gli autori propongono che le cellule CD4 PD-1" CXCR5"
siano in uno stato quiescente con un fenotipo stabile, come le cellule
della memoria. Inoltre, gli autori  hanno analizzato il profilo
trascrizionale di queste cellule, analizzando in particolare il profilo
genico di cellule periferiche PD-1" CXCR3" CXCR5" che risultava
essere simile a quelle delle cellule Tth dei centri germinativi. Gli autori
concludono che le cellule quiescenti CD4" PD-1" CXCR3" CXCRS5" sono
una popolazione di cellule Tth circolanti della memoria. L’attivazione di
PD-1" CXCR3 CXCRS5"e PD-1" CXCRS5" ¢ coinvolta nella produzione
di alti livelli di IL-21 e CXCL13. Inoltre, cellule CD4 'PD-1" CXCR3"
CXCRS" hanno un profilo citochinico comparabile a quello delle Tth dei

centri germinativi. E’ importante che in co-colture T:B, le cellule PD-1"
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CXCR3" CXCR5" CD4" erano di gran lunga superiori nell’induzione
della differenziazione di cellule B della memoria in plasmacellule e nella
produzione di IgG. Gli autori hanno concluso che linfociti PD-1"
CXCR3" CXCR5" sono cellule Tfh quiescenti della memoria con un
profilo genico Tth ed un’alta capacita helper verso le cellule B. Infine,
hanno dimostrato che pazienti con infezione da HIV in grado di produrre
anticorpi contro il virus hanno un’elevata percentuale di cellule Tth
funzionali con fenotipo T CD4" PD-1" CXCR3™ CXCR5".

Nel loro insieme, 1 risultati descritti estendono le nostre
conoscenze sui diversi subsets di cellule Tth periferiche umane. La Fig.6
mostra che, I'integrazione di PD-1, ICOS, CXCR3 ¢ CCR7 nell’analisi
di cellule CXCR5" facilita 1’identificazione e le funzioni delle cellule
periferiche Tfh sia nei soggetti sani che in pazienti con malattie

immunologiche o nel corso della vaccinazione e nei tumori.

V.  LE CELLULE T;-LIKE E LE CELLULE TREG FOLLICOLARI

Oltre alle cellule periferiche Tfh, sono stai identificati alcuni
subsets non convenzionali di cellule Ty, e Treg follicolari (Tangye et al.,
2013). Cellule natural killer T (NKT) esprimono un TCR semi-invariant
(Vy24J,18 nell’'uomo) che riconosce antigeni glicolipidici (-
galactosylceramide e simplexide) presentati da CDI1d espresso sulle

cellule presentanti I’antigene (APCs) e sui monociti (Jervis et al., 2012;
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Loffredo et al., 2014). Recenti evidenze indicano che subsets murini e
umani di NKT presenti nelle tonsille ed esprimenti CXCRS sono capaci
di fornire help alle cellule B attraverso la produzione di IL-21 (Chang et
al., 2012). Anche alcune cellule T yd esprimono CXCRS5 e possono
fornire Aelp alle cellule B (Caccamo ef al., 2012; Vermijlen et al., 2007).
Queste cellule non producono IL-21 e sono dipendenti dall’IL-21
estrinseca per differenziarsi in cellule Y6 Tg,.

Le cellule Treg sono una popolazione eterogenea di cellule T
con proprieta soppressive fondamentali per il mantenimnento della
tolleranza immunologica e la prevenzione delle risposte autoimmuni
(Palomares et al., 2010). Le cellule Treg possono essere classificate in
due principali subsets: quelle timo-derivate CD4" CD25" Foxp3" Treg
(nTreg) e quelle inducibili Treg (iTreg) generate in periferia (Sakaguchi
et al., 1995; Chen et al., 2003). Le cellule Treg modulano sia la fase di la
sensibilizzazione allergica che le fasi effettrici. Questi complessi effetti
sono ottenuti attraverso I’inibizione della degranulazione indotta da
allergene delle cellule effettrici (Kashyap et al., 2008), I’inibizione di
cellule Th2 (Akdis et al., 2009) e I’inibizione della sintesi di IgE (Meiler
et al., 2008; Akdis et al., 2011).

Recenti evidenze indicano che Dattivita delle cellule Tth puo
essere modulata da cellule Treg presenti nei follicoli linfatici. Queste
cellule, originariamente descritte nelle tonsille (Lim et al, 2004),

comprendono il 10 - 15% delle cellule T nei tessuti linfoidi umani e
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murini (Chung et al,2011; Wollenberg et al., 2011). Esse possiedono
alcune caratteristiche in comune sia con cellule Tth che con le cellule
Treg, ma non esprimono CD40L, IL-21 e IL-4 (Linterman et al., 2011).
Viceversa, queste cellule esprimono livelli elevati di PD-1.

Un livello aggiuntivo di complessita ¢ fornito dagli effetti
indiretti e diretti dell’IL-21 sulle cellule Treg. IL-21 sopprime in maniera
diretta I’espressione di Foxp3 nelle cellule Treg murine (Nurieva et al.,
2007; Korn et al., 2007). Inoltre, IL-21 inibisce la produzione di IL-2
dalle cellule T, compromettendo in questo modo I’omeostasi Treg
(Attridge et al., 2012). Infine, IL-21 rende le cellule T CD4" resistenti
alla soppressione Treg mediata attraverso 1’inibizione della produzione di

IL-2 da parte delle cellule CD4" (Peluso et al., 2007).

VI. IL-21EDILRECETTORE IL-21R

Il gene dell’IL-21 nell’'uomo ¢ stato mappato a livello della
regione 4q26-q27 ed ¢ solo 180 kb distante dal gene dell’IL-2 (Parrish-
Novak et al., 2000). La struttura degli esoni ed introni dei geni dell’IL-2
e dell’IL-21 ¢ molto simile. La loro vicinanza e la loro somiglianza
genetica suggeriscono che 1 due geni potrebbero nascere da una
duplicazione (Parrish-Novak et al., 2002).

Il recettore umano IL-21R ¢ stato scoperto indipendentemente

da due gruppi di ricercatori (Parrish-Novak et al., 2000; Ozaki et al.,
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2000). Esso ¢ localizzato a livello della regione 16pll, circa 39 kb
distante dal IL-4Ra. Anche in questo caso potrebbe essere il risultato di
una duplicazione genetica. Il recettore murino IL-21R condivide la
struttura conservata ed 1 domini funzionali del recettore umano.

IL-21R ¢ espresso sui linfociti B, T, NKT e sulle cellule
dendritiche (DCs) (Parrish-Novak et al., 2000; Collins et al, 2003;
Brandt ef al., 2003a; Brandt et al, 2003b). IL-21R ¢ espresso sia sui
subsets CD4" che sui CD8". L’ampia distribuzione cellulare dell’IL-21R
indica un vasto ruolo del network IL-21/IL21R nell’immunita innata ed
adattativa.

In contrasto con [D’ampia espressione dell’IL-21R nei
compartimenti linfoidi, IL-21 ¢ espressa quasi esclusivamente dai
linfociti T CD4" attivati. Infatti, IL-21 non ¢ rilevabile in cellule CDS",
CD19", cellule dendritiche o monociti (Parrish-Novak et al, 2000;
Brandt et al., 2003b). Sebbene sia le cellule Thl che le cellule Th2
possano produrre IL-21, le cellule Tth sono la fonte maggiore di IL-21
(Chtanova et al., 2004; Vinuesa et al., 2005a; Vinuesa et al., 2005b;
Rasheed et al., 2006; Bryant ef al,, 2007). Data I’ampia espressione del
pattern dell’IL-21R su un ampio spettro di cellule del sistema
immunitario, non sorprende che IL-21 eserciti effetti pleiotropici. Infatti,
IL-21 pud0 modulare varie funzioni delle cellule B, delle cellule

dendritiche, di linfociti Th1, Th2, Th17, NK e di linfociti CDS8".
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VII. 1IL-21E LE CELLULE TFH NELLE MALATTIE ALLERGICHE

Alla luce degli effetti pleiotropici dell’IL-21 sulle funzioni di
diversi componenti dell’immunita innata e adattativa, ¢ stato agevole
predire 1 ruoli fondamentali dell’IL-21 nelle malattie autoimmuni
(Simpson et al., 2010; Yu et al., 2010), nella risposta immunologica alle
infezioni batteriche e virali (Cubas et al., 2013; Locci et al.,2013;
Pallikkuth et al., 2012) e nella crescita di tumori (Gu-Trantien et al.,
2013).

Numerose evidenze indicano che IL-21 e le cellule Tth
potrebbero svolgere un ruolo significativo nella patogenesi delle malattie
allergiche. E’noto che nelle malattie allergiche, I’allergene induce una
risposta Th2 che porta alla maturazione di cellule B della memoria che
producono anticorpi IgE antigene-specifici (Gould ef al., 2008; Martinez
et al., 2013; Wu and Zarrin, 2014). Successive esposizioni all’allergene
provocano il cross-linking delle IgE sui mastociti e sui basofili che
determinano il rilascio di mediatori pro-infiammatori e di
chemochine/citochine che sono responsabili dei sintomi allergici
(Borriello et al., 2014; Galli and Tsai, 2012). In questo contesto, la
produzione di IgE dalle plasmacellule ¢ fondamentale nella cascata
immunopatologica dei disordini allergici. La biologia in vivo and in vitro
dei linfociti B che producono anticorpi IgE (linfociti IgE"), inclusi i
pathway(s) attraverso i quali le cellule B si differenziano dalle cellule

naive alle cellule B della memoria ¢ in gran parte sconosciuta (Wu and
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Zarrin,2014). La Fig. 7 illustra un modello di produzione e regolazione
della produzione di IgE in vivo. Le IgE sono prodotte attraverso diversi
pathways sia a livello extrafollicolare che a livello dei centri germinativi.
Le risposte precoci IgE sono a bassa affinita ed originano da fonti
extrafollicolari, laddove le risposte tardive IgE sono ad alta affinita e
nascono nei centri germinativi. (Slavin ef al.,1992). All’interno dei centri
germinativi, le cellule Ty, forniscono help per attivare le cellule B che
possono andare incontro a due differenti tipi di switch isotipico (Class
Switch Recombination: CSR): un pathway diretto con switching IgM-1gE
(Direct CSR) o uno sequenziale (switching IgM-IgG, e successivamente
IgE) (Geha et al., 2003). Lo switch sequenziale CSR genera IgE a breve
emivita. Quello indiretto pud anche generare plasmacellule IgE a breve
emivita. Una minoranza di plasmacellule IgE a lunga emivita residenti
nel midollo sostiene la produzione di IgE. Altri linfociti B IgE" si
differenziano in cellule B della memoria IgE" (Talay et al.,, 2012; Xiong
et al., 2012; Wu, and Zarrin 2014).

E’importante notare che le cellule B che producono IgE
possono andare incontro a processi di selezione clonale e maturazione
dell’affinita (che determinano la produzione di IgE) nelle vie aeree, nei
tessuti linfoidi associati all’intestino e nei pazienti con rinite allergica
cronica (Durham et al.,1997; Coker et al., 2003; Kleinjan et al., 2000),

asma (Takhar ef al., 2007) ed allergia alimentare (Coéffier ef al., 2005).
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Queste osservazioni indicano che le IgE possono essere dunque
prodotte localmente nelle nicchie di tessuti linfatici vicini o all’interno
dei siti anatomici affetti.

Il ruolo di IL-21 e delle cellule Tth nella regolazione della
sintesi di IgE ed altri aspetti delle malattie allergiche sia nell’'uomo che
nel topo restano ancora enigmatici. IL-21 potrebbe avere sia effetto di
controllo regolatorio positivo che negativo delle cellule B a seconda delle
condizioni di stimolazione (in vitro vs. in vivo, stimoli di attivazione,
presenza di altre citochine, etc.) e specie animali esaminate.

Affronteremo prima gli effetti in vitro di IL-21 sulle cellule B e
sulla produzione di IgE. Nell’originale caratterizzazione di I1L-21,
Parrish-Novak et al. (2000) riportarono che IL-21 stimolava la
proliferazione delle cellule B umane indotte da anti-CD40, laddove la
citochina inibiva la proliferazione indotta da IL-4 ed anti-IgM. Ozaki e
collaboratori (Ozaki et al., 2002) hanno riportato che la produzione di
IgE ed IgG; ¢ normale in topi IL-2IR”" dopo stimolazione con CD40 e
IL-4. E’interessante segnalare che i topi /L-2/r ” hanno un aumento delle
concentrazioni sieriche di IgE ed un decremento di IgG comparate con il
topo wild type (Kasaian et al., 2002; Mehta et al, 2003). Inoltre, in
questi topi la produzione di IgE antigene-specifiche era elevata (Mehta et
al., 2003). Suto et al. (2002) hanno esaminato gli effetti in vitro ed in
vivo di IL-21 nel topo. Questi autori hanno dimostrato che la

somministrazione i.p. di IL-21 inibisce la produzione di IgE antigene-
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specifica. In aggiunta, IL-21 inibsce in vitro la produzione di IgE indotta
da IL-4, ma non la produzione di IgG,. Inoltre, IL-21 inibisce la
trascrizione IL-4-indotta della linea germinativa Ce nelle cellule B senza
modificare la fosforilazione STAT6. Una possibile spiegazione per il
ruolo di IL-21 nell’induzione delle IgG; e nella repressione della sintesi
delle IgE ¢ che IL-21 inibisce lo switching successivo delle IgG, alle
IgE (Erazo et al., 2007). Appare opportuno segnalare che questi studi
condotti nell’animale da esperimento non sono estendibili alla
regolazione della sintesi di IgE nell’uomo.

Gli effetti dell’IL-21 sulla sintesi di IgE nell’'uomo sono stati
esaminati da Wood et al. (2004); questi autori hanno dimostrato che IL-
21 potenzia la proliferazione e la produzione dalle cellule B mediata da
IL-4 e IL-13 sia delle IgE che delle IgG. Utilizzando peripheral blood
mononuclear cells (PBMC), essi hanno riportato che IL-21 potenzia la
produzione di IgE stimolata con anti-CD40 e IL-4 o IL-13. Infine, essi
hanno riportato che IL-21 blocca la sintesi di IgE indotta da PHA e IL-4
dai PBMC presumibilmente attraverso I’induzione di IFN-y. Ettinger et
al., (2005) hanno dimostrato che IL-21 induce la differenziazione delle
plasmacellule dopo stimolazione con anti-CD40 ed anti-IgM dalle cellule
B naive del sangue del cordone ombelicale. Inoltre, IL-21 induce una
robusta produzione di IgG and IgM dalle cellule B umane, laddove 1L-4
inibiva la differenziazione anti-CD40 e anti-IgM indotta delle

plasmacellule indotta da IL-21. Pene et al. hanno riportato che IL-21
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potenzia la produzione di IgE sia in cellule umane naive CD19" CD27°
che cellule B CD19" CD27" stimolate da anti-CD40 e IL-4 (Pene et al.,
2006). Viceversa, IL-21 inibisce la produzione di IgE indotta da IL-4 in
colture di PBMC attraverso un meccanismo IFN-y-dipendente mediato
dalle cellule T e NK. Bryant et al. (2007) hanno riportato che IL-21 ¢ un
potente stimolo per la produzione di IgE, IgG, e IgM dalle cellule B
umane. Inoltre, hanno dimostrato che IL-4 inibisce I’effetto stimolante
dell’IL-21 sulle cellule B naive, ma non sulle B della memoria. E’stato
dimostrato in un modello murino che cellule B dei centri germinativi
possono andare incontro ad uno switch secondario alle IgE in un
processo che richiede IL-4 ed ¢ inibito da IL-21 (Erazo et al., 2007).
Inoltre, IL-21 inibisce lo switch sequenziale CSR verso le IgE nelle
cellule B stimolate con IL-4 (Kitayama et al., 2008). Avery et al. (2008)
hanno dimostrato che IL-21 stimola la produzione di IgG; and 1gG; dalle
cellule umane naive B attivate da CD40L. IL-21 e IL-4 in maniera
sinergica aumentano la produzione di IgG, da cellule B CD40L-
stimolate, mentre IL-4 inibisce lo switch IgA. Recentemente, Kobayashi
et al. (2009) hanno riportato che IL-21 potenzia la sintesi di IgE, di
cellule B naive e di cellule della memoria indotte da IL-4 ed anti-CD40.).

Nell’insieme, questi risultati evidenziano la complessa
dinamica esistente tra [L-21 e IL-4 nella regolazione della produzione di
IgG, IgA ed IgE. Inoltre, suggeriscono che IL-21 eserciti effetti differenti

o opposti sulla sintesi di IgE a seconda delle specie animali esaminate
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(topo vs. uomo), condizioni sperimentali (co-incubazione con 1L-4), tipo
di stimolo (cellule B isolate vs. PBMC) o cellule esaminate (linfociti B
naive vs. memory).

Gli studi che hanno esaminato gli effetti in vivo di IL-21 hanno
evidenziato risultati talora contrastanti. Usando un modello murino di
rinite allergica indotto dalla ripetuta sensibilizzazione e stimolazione
nasale con ovalbumina (OVA), Mazda ef al. hanno dimostrato che la
somministrazione intranasale di IL-21 riduce le concentrazioni sieriche
di IgE OV A-specifiche, I’infiltrazione eosinofila ed il numero di starnuti
(Hiromura et al., 2007). In un altro modello murino di anafilassi lo stesso
gruppo ha riportato che la somministrazione di IL-21 inibisce le reazioni
anafilattiche (Kishida ef al., 2007). In un modello murino di reazioni da
ipersensibilita cutanea IgE-mediata, la somministrazione i.p. di IL-21
durante o dopo la procedura di sensibilizzazione riduce le reazioni
cutanee e le concentrazioni sieriche di IgE totali e OVA-specifiche
(Tamagawa-Mineoka et al., 2011). Sia I’espressione proteica di 1L-21
che di IL-21R ¢ stata trovata upregolata nelle lesioni cutanee di pazienti
con dermatite atopica (Jin et al, 2009). Inoltre, topi 1I-21¥" non
evidenziano una flogosi cutanea dopo sensibilizzazione epicutanea (e.c.).
Inoltre, la somministrazione epicutanea di un recettore solubile IL-21R-
IgG,aFc inibisce la risposta cutanea e sistemica alla sensibilizzazione
epicutanea. Collettivamente, queste ultime osservazioni suggeriscono un

ruolo importante di IL-21 e del suo recettore nella risposta allergica.
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E’interessante segnalare che bambini affetti da forme severe di dermatite
atopica hanno ridotti livelli sierici di IL-21 se confrontati con soggetti
normali (Lin et al., 2011).

Di recente, Kita et a/ (2014) hanno riportato in un modello
murino di  flogosi polmonare indotta da allergene che 1la
somministrazione di IL-33 induce cellule Th2 e Tth antigene specifiche;
viceversa, la IL-1beta induce prevalentemente cellule Tth. Inoltre, topi
deficienti in ICOS sviluppano cellule Th2 ed anticorpi IgE/IgG1 quando
esposti ad antigene ed 1L-33. Viceversa, quando esposti ad OVA ed IL-
1B, topi ICOS-deficienti mostrano una riduzione delle cellule Tth e
ridotti livelli di anticorpi IgE/IgGl. Nell’insieme questi risultati,
enfatizzano la rilevanza delle citochine della famiglia IL-1 nello sviluppo
sia di cellule Th2 sia di cellule Tth in un modello murino di disordine
allergico (Kobayashi et al. 2014).

Lo scopo di questa tesi sperimentale ¢ stato quello di valutare
comparativamente in un gruppo di pazienti con rinite allergica stagionale
ed in un gruppo di donatori non atopici I’effetto ella [L-21 sulla sintesi in
vitro di IgE e la percentuale di cellule Tth nel sangue periferico dei due

gruppi esaminati.
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VIII. MATERIALI E METODI

1) SKIN PRICK TESTS E IMMUNOCAP®

Prima di effettuare ogni esperimento, abbiamo studiato 1’assetto
allergologico di ciascun paziente attraverso una valutazione clinica e
I’esecuzione di skin prick tests per i1 comuni aeroallergeni. La
valutazione ¢ stata effettuata presso il Royal Brompton Hospital-National
Heart and Lung Institute of London. La sensibilizzazione allergica dei
pazienti ¢ stata valutata in vitro attraverso metodica ImmunoCap®

(Phadia).

2) ISOLAMENTO DELLE PBMCS (PERIPHERAL BLOOD
MONONUCLEAR CELLS) DAL SANGUE PERIFERICO

Il sangue venoso periferico (circa 200 ml per ogni donatore) di
12 volontari sani e 12 pazienti affetti da rinite allergica stagionale
persistente con positivita al polline di Graminacee, ¢ stato raccolto in
provette eparinate sterili. Successivamente ¢ stato, centrifugato (1500
rpm per 10 minuti a 20°C,). Il plasma ¢ stato rimosso e conservato a -
20°C per possibili studi futuri. 11 plasma residuo ¢ stato diluito con
RPMI-1640 senza L-glutamina (Gibco, Invitrogen, UK) aggiunto in
egual volume rispetto al plasma rimosso. 35 ml di ogni campione diluito

¢ stato con stratificato cautela su 15 ml di Ficoll (VWR International
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Ltd., UK) in provette da 50 ml. Dopo la centrifugazione (2200 rpm, per
25 minuti, a 20°C,) 1 PBMCs venivano isolati e posti in mezzo di
cultura. 1 PBMCs venivano piastrati alla concentrazione di 2x10°
cellule/ml in piastre di coltura RPMI contenete il 10% di fetal calf serum
(FCS), 50 U/ml di penicillina, 50 mg/ml di streptomicina e 2 mM di L-
glutamina. Ai fini dell’attivazione le cellule venivano incubate con
CDA40L (100 ng/ml) e IL-4 (100 ng/ml). Al termine delle colture (10-14
giorni) il surnatante veniva raccolto e le concentrazioni di IgE totali

venivano determinate con la metodica ImmunoCAP®

3) ISOLAMENTO DEI B LINFOCITI

Due terzi dei PBMCs venivano utilizzati per 1’isolamento delle
cellule CD19" corrispondenti ai B linfociti. I PBMCs venivano risospesi
in Stem Cell Buffer alla concentrazione di 50x10°ml. A questa
sospensione cellulare venivano aggiunti 50 pl/ml di Easy Sep ® human B
cell enrichment. La sospensione veniva vortexata ed incubata per 10 min
a 22°C. Al termine della incubazione si aggiungevano le nanoparticelle
magnetiche Easy Sep per 30 secondi. Quindi si aggiungevano 75 pul/ml di
particelle magnetiche Easy Sep D. Si vortexavano ed incubavano per 5
min a 22° C. Si invertivano il magnete e si versava il contenuto delle
provette in provette di polistirene da 5 ml. Le cellule venivano

centrifugate per 10 min a 200 g a 22° C. Le cellule ottenute venivano
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risospese in 250 ul di Stem Cell Buffer. Le cellule rappresentavano B
linfociti CD19".

I B linfociti venivano successivamente separati in B linfociti
della memoria (CD27") e B linfociti naive (CD27). Per I’isolamento
delle cellule CD27 si aggiungevano 20 pl di Easy Sep human CD27"
selection cocktail. Le cellule venivano vortexate ed incubate a 22° C per
15 min; si miscelavano le nanoparticelle magnetiche Mix Easy Sep ®
pipettando piu volte; si aggiungevano lo Stem Cell Buffer fino a
raggiungere un volume totale di 2,5 ml pipettando 2-3 volte e ponendo la
sospensione cellulare a 22°C per 5 min; si invertiva il magnete e si
versava il sopranatante in provette di polisterene da 5 ml. Il sopranatante
conteneva le cellule B linfociti naive CD27".

Per isolare i B linfociti della memoria CD27" si rimuoveva la
provetta dal magnete, si aggiungevano 2,5 ml di Stem Cell Buffer, si
miscelava gentilmente pipettando 2-3 volte, si rimetteva la provetta nel
magnete e si deponeva per 5 min a 22°C; si rimuoveva il sopranatante e
st ripeteva la procedura 3 volte. Al termine della procedura rimanevano
aderenti alle particelle magnetiche nel magnete una popolazione di B

linfociti della memoria CD27".
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4) ISOLAMENTO DELLE PLASMACELLULE

Un terzo dei PBMCs veniva utilizzato per 1’isolamento delle
plasmacellule CD138". A tal proposito, si sospendevano 100x10°
cellule/ml in Stem Cell Buffer. Si aggiungevano 100 pl/ml di Easy Sep®
nanoparticelle magnetiche senza vortexare; si portava al volume di 2,5
ml con Stem Cell Buffer; si incubavano per 5 min a 22° C nel magnete ed
al termine della incubazione le cellule CD138" corrispondenti alla
plasmacellule risultavano aderenti alle particelle magnetiche del
magnete. Si rimuoveva la provetta dal magnete, si aggiungevano 2,5 pl
di Stem Cell Buffer e si pipettava gentilmente; si riposizionava la
provetta nel magnete per 5 min; al termine dell’incubazione si eliminava
il sopranatante ripetendo la procedura 3 volte. Le cellule ottenute

venivano risospese alla concentrazione 50x10%/ml.

5) STIMOLAZIONE DELLA PRODUZIONE DI IGE

Per valutare I’effetto di IL-21 e del CD40L e di IL-4 sulla
sintesi di IgE si sospendevano le cellule alla concentrazione di 50 x
10°/ml; si risospendevano 500.000 cellule per pozzetto ¢ si aggiungevano
100 ul di cellule + 100 ul di IL-21 + CD40L e IL-4. Dopo 6 giorni di
stimolazione, si prelevava il sopranatante e si misuravano le

concentrazioni totali di IgE con la tecnica ImmunoCAP®.
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6) VALUTAZIONE DEI LINFOCITI T CD4", CXCR5", IL-21",
PD1" DEL SANGUE PERIFERICO ATTRAVERSO
CITOFLUORIMETRIA

Le cellule del sangue periferico T CD4", CXCRS", IL-217,
PD1", (Tfh-like cells) sono state quantificate attraverso analisi
citofluorimetrica. I PBMCs ottenuti dai donatori allergici e dai donatori
sani sono stati venivano valutati con un citofluorimetro FACSCanto II.
7) VALUTAZIONE DELLA PERCENTUALE DI CELLULE

ESPRIMENTI MRNA PER LA IL-21

Dai PBMCs isolati da 6 pazienti allergici e 6 pazienti non
allergici abbiamo estratto 'mRNA utilizzando la tecnologia QiaCube
(Qiagen). Successivamente, abbiamo utilizzato specifici primers per la

IL-21 per rilevare le cellule esprimenti mRNA per [L-21 attraverso RT-

PCR.

8) ANALISI STATISTICA

Tutti gli esperimenti sono stai eseguiti in triplicato e ripetuti in
almeno 6 esperimenti separati da diversi donatori. I risultati sono
presentati con media £ SEM. I risultati del trattamento dei diversi gruppi
veniva analizzato con il test di Student. Le correlazioni lineari venivano

analizzate con il test di Spearman.
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IX. RISULTATI

Nel primo gruppo di esperimenti abbiamo valutato gli effetti di
IL-21 (100 ng/ml) sulla produzione di IgE totali da PBMCs isolati da 12
pazienti allergici e 12 non allergici stimolati con CD40L (100 ng/ml) e
rIL-4 (100 ng/ml). I sopranatanti sono stati raccolti dopo 10-14 giorni di
cultura ed analizzati con metodica ImmunoCAP®. I dati rappresentano la
media = SD di 12 indipendenti esperimenti. Come si evince dalla Fig.8
pannello A, IL-21 induce la produzione di IgE totali da PBMCs attivati
da CD40L ed IL-4. Inoltre, la IL-21 potenzia sinergicamente la
produzione di IgE totali da PBMCs attivati da CD40L e IL-4 (pannello
B).

Nel secondo gruppo di esperimenti abbiamo valutato gli effetti
di concentrazioni crescenti di IL-21 (da 1 a 100 ng/ml) sulla sintesi di
IgE da cellule B naive (CD19" CD27), cellule B della memoria (CD19"
CD27") e plasmacellule (CD138"). I PBMCs sono stati purificati da 6
differenti donatori allergici. I dati rappresentano la media = SD di 6
esperimenti indipendenti. La figura 9 mostra che in pazienti con rinite
allergica stagionale concentrazioni crescenti di IL-21 (da 1 a 10 ng/ml)
inducono la produzione di IgE dai linfociti B naive, dai linfociti B della
memoria e dalle plasmacellule in maniera concentrazione-dipendente.

Inoltre, abbiamo valutato la sintomatologia dei pazienti

attraverso 1l Rhinitis Total Nasal Symptom Scores (RTNS) nei pazienti
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allergici e nei pazienti non allergici. Come era atteso, e’ possibile
osservare che lo score sintomatologico dei pazienti con rinite allergica
stagionale ¢ di gran lunga superiore a quella dei soggetti di controllo non
allergici (Fig.10).

In un successivo gruppo di esperimenti abbiamo analizzato
tramite citofluorimetria la percentuale di cellule Tth-like nel sangue
periferico di soggetti allergici e di soggetti non atopici. I risultati
presentati in Fig 11 evidenziano che la percentuale di cellule Tth-like ¢
significamente aumentata in pazienti con rinite allergica stagionale
rispetto ai controlli non atopici (Fig. 11). Quest’ultima osservazione ¢
stata estesa attraverso la valutazione tramite R7-PCR delle cellule
esprimenti mRNA per IL-21. La Fig. 12 mostra che la percentuale di
cellule esprimenti mRNA per IL-21 ¢ significativamente maggiore nei
pazienti con rinite allergica stagionale rispetto al gruppo di controllo.

In un ultimo gruppo di esprimenti abbiamo correlato la
produzione in vitro di IgE totali e la percentuale di cellule Tth-like nel
sangue periferico di pazienti con rinite allergica stagionale. La Fig. 13
mostra ’esistenza di una correlazione (r= 0.59; p<0.05) lineare tra la
produzione di IgE totali nei sopranatanti di B linfociti attivati da IL-21 e
le cellule Tth-/ike nel sangue periferico di pazienti con rinite allergica

stagionale.
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X. CONCLUSIONI

I risultati dei nostri esperimenti hanno evidenziato che 1L-21
potenzia la produzione di IgE dai PBMCs del sangue periferico umano.
Inoltre, IL-21 induce la produzione di IgE dalle cellule B e dalle
plasmacellule del sangue periferico umano.

La percentuale di linfociti Tth-like (CD4", CXCR5", 1L217,
PD1") del sangue periferico umano ¢ aumentata in maniera significativa
in pazienti con rinite allergica stagionale rispetto a controlli non atopici.
Inoltre, la percentuale di cellule che esprimono mRNA per IL-21,
valutata tramite RT-PCR, ¢ significativamente aumentata in pazienti
allergici rispetto ai controlli. Infine, la percentuale di cellule Tth-l/ike
presenti nel sangue di pazienti con rinite allergica stagionale correla in
maniera lineare con la produzione in vitro di IgE totali.

Questi dati mostrano per la prima volta che IL-21 svolge un
ruolo fondamentale nella modulazione della produzione di IgE e che le
cellule Tth-like del sangue periferico sono significativamente aumentate

in pazienti con rinite allergica stagionale rispetto a controlli non atopici.

Sebbene, 1 linfociti Tth ed alcuni subsets di cellule Tth-like
periferici sembrino svolgere un ruolo fondamentale nella maturazione dei
linfociti B e nella loro differenziazione in plasmacellule, il ruolo di IL-21
e dei vari subsets periferici di linfociti Tth-like nelle malattie allergiche

deve essere ulteriormente approfondito.
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XI. OPEN QUESTIONS

Gli studi finora effettuati sul possibile ruolo delle cellule Tth
nelle malattie allergiche sono concentrati indirettamente sul ruolo di IL-
21 e sulla produzione di anticorpi IgE. Appare ormai evidente che le
cellule Tth “canoniche” (Lane et al., 2005; Ma et. al., 2009; Yu et al.,
2009) ed alcuni subsets di cellule del sangue periferico Tth-like (CD4"
CXCRS" CXCR3" CCR6) possono produrre IL-4 ed esprimere CD40L
(Morita et al., 2011). Gli studi condotti in vitro ed in vivo nell’'uomo e
nel topo mostrano differenti, talora contrastanti, risultati sugli effetti di
IL-21 sulla produzione di IgE. Inoltre, sebbene sia stato dimostrato che
IL-21 inibisca lo switching sequenziale delle IgG, verso le IgE (Erazo et
al., 2007), non ¢ stato ancora precisato se IL-21 abbia un effetto simile
sullo switching diretto verso le IgE.

Appare ormai evidente che i linfociti CD4" CXCRS" presenti
nel sangue periferico umano comprendono differenti subsets di cellule
Tth-like (Morita et al. 2011; He et al., 2013; Locct et al., 2013). Ulteriori
studi dovrebbero valutare quali subset(s) di cellule periferiche umane e/o
dei centri germinativi svolgono un ruolo significativo nella patogenesi
delle malattie allergiche. Inoltre, sarebbe interessante valutare in future
esperienze se queste stesse cellule o altri subsets possano modulare la
produzione di anticorpi protettivi IgG, e le risposte IgE nel corso di

immunoterapia specifica.
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Gran parte degli studi sulle cellule Tth sono stati effettuati in
modelli animali. Numerosi studi hanno evidenziato possibili alterazioni
delle cellule Tth del sangue periferico nelle malattie autoimmuni (Morita
et al., 2011; Simpson et al., 2010) e durante infezioni virali e batteriche
(Locci et al., 2013; He et al., 2013; Bentebibel et al., 2013). Tuttavia,
sinora non sono stati effettuati studi sulle diverse popolazioni di cellule
Tth-like presenti nel sangue periferico in pazienti affetti dalle malattie
allergiche.

Ulteriori studi appaiono indispensabili al fine di elucidare le
differenze funzionali tra i diversi subsets di cellule Tth-/ike periferiche
nelle malattie allergiche. Molteplici studi hanno fornito solide evidenze
sperimentali sul ruolo fondamentale di tali cellule nelle malattie
autoimmuni, alcune immunodeficienze e nei tumori. Appare evidente che
ulteriori indagini sono indispensabili per comprendere i meccanismi che
regolano la funzione delle cellule Tth-/ike nella omeostasi immunitaria al
fine di modulare I’evoluzione di patologie autoimmuni, allergiche e
neoplastiche. E’ormai evidente che vi sono differenze tra gli studi
effettuati sul ruolo di IL-21 in vitro ed in vivo. Infine, gli studi condotti
in modelli murini non riflettono gli equivalenti processi nell’'uomo.

In conclusione, 1 linfociti Tfh sono essenziali nella
differenziazione dei linfociti B in plasmacellule. I risultati emersi dagli
esperimenti condotti in questa tesi indicano che tali cellule potrebbero

avere un ruolo rilevante nella produzione di IgE e quindi nelle malattie

42



allergiche. Sinora, 1’evidenza di un ruolo pro- o anti-allergico di diversi
subsets di cellule Tth ¢ inconclusiva ed ¢ prevalentemente focalizzata
sugli effetti di IL-21. Ulteriori studi volti a precisare gli effetti funzionali
dei diversi subsets di Tth e di IL-21 nel contesto di malattie allergiche
appaiono necessari ¢ fondamentali per comprendere se 1’inibizione o la
stimolazione di queste cellule o del network IL-21/IL21R possano

rappresentare un possibile target terapeutico.
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XIII. LEGENDA DELLE FIGURE

Figura 1

Rappresentazione schematica della differenziazione di
diversi subsets di linfociti umani CD4". L’interazione tra
linfociti T CD4" naive con le cellule dendritiche attiva i
linfociti CD4". In presenza di IL-12/IFN-y i linfociti CD4"
esprimono 1 fattori di trascrizione STAT4/t-bet assumendo
caratteristiche di cellule Thl. Queste cellule producono
prevalentemente IFN-y e TNF-a e svolgono un ruolo
importante nella immunita antibatterica e virale ed in alcuni
aspetti dell’infilammazione. In presenza di IL-4, i linfociti
CD4" esprimono STAT6 e GATA3 assumendo
caratteristiche di cellule Th2. Questo subset cellulare
produce citochine Th2-like (IL-5, IL-4 ed IL-13). Queste
cellule svolgono un ruolo fondamentale nei confronti dei
parassiti extracellulari e nelle malattie allergiche. In
presenza di TGF-p/IL-4 le cellule CD4" assumono
caratteristiche di cellule Th9 esprimenti PD-1 e IRF-4.
Queste cellule producono prevalentemente 1L-9 e svolgono
un ruolo importante nella immunita nei confronti degli
elminti e nella flogosi dei tumori. Le principali citochine
responsabili della polarizzazione Th-17 nell’uomo sono la

IL-1P, la IL-6 e la IL-23. Viceversa, nel topo le principali
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citochine polarizzanti sono il TGF-p e la IL-6. Le cellule
Th17 esprimono 1 fattori di trascrizione RORyt e IRF-4 ¢
producono prevalentemente IL-17A, IL-17F, IL-21 ed IL-
22. Queste cellule svolgono un ruolo fondamentale nella
difesa da infezioni a livello cutaneo e mucosale e nelle
malattie autoimmunitarie. Le cellule Th22 sono indotte da
IL-6 e TNF-a ed esprimono AHR e RORyt. Queste cellule
producono IL-22 e TNF-a e svolgono un ruolo importante
nella guarigione delle ferite, nel rimodellamento tessutale e
nella immunita di barriera. Le cellule T regolatorie (Tregs)
sono indotte dal TGF-B. Queste cellule svolgono un ruolo
fondamentale nella modulazione della tolleranza
immunologica attraverso la produzione di TGF-f3 ed IL-10.
Le cellule T helper follicolari (Tth) canoniche presenti nei
centri germinativi sono indotte nell’'uomo da IL-12 ed IL-
21. Negli ultimi anni sono state identificate diverse
popolazioni di cellule Tfh-like nel sangue periferico
umano. Queste cellule svolgono un ruolo fondamentale di
tipo help nei confronti dei B linfociti e nella risposta

anticorpale.
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Figura 2

Figura 3

Recettori per le citochine che contengono il recettore
comune Y.. Il recettore per la IL-21 ¢ un membro di una
famiglia di recettori che hanno in comune la catena v.. In
aggiunta alla catena 7., ciascuno di questi recettori ha uno o
piu componenti specifici del recettore. Le citochine IL-2,
IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 ed IL-21 interagiscono con specifici

recettori di membrana che hanno in comune la catena vy..

Interazioni cellulari e molecolari tra la cellula dendritica
(DC), le cellule T helper follicolari (Tth) ed i B linfociti. Le
cellule T CD4"  naive interagiscono con le cellule
dendritiche nella cosiddetta zona T dei linfonodi o nelle
zone interfollicolari. Nell’'utomo la IL-12 ¢ la piu
importante citochina prodotta dalle DC in grado di attivare
STAT4 nei T linfociti CD4" per produrre IL-21. Questa
citochina esercita un effetto autocrino interagendo con il
recettore IL-21R sulle stesse cellule ed attivando STAT3
che induce la maturazione di queste cellule. Un iniziale
fattore di trascrizione che viene espresso da queste cellule
in via di maturazione ¢ Ascl2 e successivamente BCL-6.
L’espressione sequenziale di questi fattori di trascrizione

induce la maturazione completa delle cellule Tth. In
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Figura 4

particolare, questi fattori di trascrizione inducono Ia
overespressione di CXCRS5 e la down regolazione di CCR7.
Le cellule Tth migrano successivamente nella zona di
confine tra T e B linfociti e si differenziano completamente
nei centri germinativi. IL-6 prodotta dalle DC e dai B
linfociti contribuisce alla iniziale attivazione di STAT3. IL-
21 prodotta dalle cellule Tth attiva il recettore IL-21R
presente sui B linfociti inducendo 1’espressione in queste
cellule di BCL-6. Le cellule Tfh canoniche ed alcune
sottopopolazioni di cellule Tth-/ike del sangue periferico
possono produrre anche IL-4 che attiva IL-4R presente sui
B linfociti. Anche I’interazione fisica tra cellule DC e CD4"
e (ICOSL-ICOS) o tra cellule CD4 ¢ i B linfociti (CD28-
CD86, ICOS-ICOSL, PD-1-PD-1L, CD40-CD40L, etc.)
svolge un ruolo fondamentale nella maturazione e funzione

delle cellule Tth.

Rappresentazione schematica degli eventi cellulari e
molecolari che si verificano nei linfonodi e che
determinano la differenziazione dei B linfociti in
plasmacellule. Le cellule dendritiche (DC) veicolano

I’antigene legato ai complessi di istocompatibilita di classe
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IT (MHC classe II) e raggiungono i linfonodi attraverso 1
linfatici afferenti. Il complesso DC-antigene presenta,
attraverso l’interazione con il T cell receptor (TCR),
I’antigene ai T linfociti CD4" negli organi linfoidi
secondari. Le cellule DC inoltre forniscono segnali co-
stimolatori (CD28/CD86 ¢ OX40/0X40L) e IL-12. Questi
segnali attivatori inducono la espressione di CXCRS e la
down regolazione di CCR7 sui T linfociti CD4"
consentendo loro di migrare verso 1 follicoli. In questa
prima fase vi ¢ I’espressione di Ascl2. Al confine della
cosiddetta zona T-B, 1 T linfociti interagiscono con i B
linfociti attivati presentanti I’antigene. In questa fase vi ¢ la
overespressione di BCL-6. Le cellule Tth forniscono kelp
ai B linfociti anche attraverso segnali co-stimolatori ed IL-
21. In seguito all’interazione nella zona T-B, i B linfociti
possono differenziarsi in plasmablasti a breve emivita
extrafollicolari o entrare nei centri germinativi. Nell’ambito
dei centri germinativi, le cellule Tth esprimenti elevati
livelli di CXCRS5 e BCL-6, continuano a fornire help ai B
linfociti consentendo la differenziazione di plasmacellule

che producono anticorpi della classe IgM, IgA ed IgG.
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Figura §

Figura 6

Sottopopolazioni di cellule Tth nel sangue periferico
umano secondo la classificazione di Morita et al. (2011). 1
linfociti CD4" CXCRS5" del sangue periferico comprendono
almeno 3 sottopopolazioni fenotipicamente e
funzionalmente distinte. In particolare, ¢ possibile
identificare cellule Thl-like, Th2-like ¢ Thl7-like. Le
cellule Thl-like sono CXCRS5"™ CXCR3" e CCR6,
esprimono T-bet e producono IFN-y; queste cellule non
inducono in vitro la produzione di immunoglobuline dai B
linfociti. Le cellule Th2-like sono CXCR5"CXCR3 CCR6
, esprimono GATA3 e producono IL-21 in aggiunta a
citochine Th2-like (IL-4, IL-5 e IL-13); queste cellule
inducono la produzione di anticorpi IgG, IgM, IgA ed IgE.
Le cellule Th17-like sono CXCR5"™ CXCR3™ CCR6;
esprimono  RORyt e producono IL-21 in aggiunta a
citochine Thl7-like (IL-17A e IL-22). Queste cellule
inducono in vitro la produzione di IgM, IgA, IgG, ma non

di IgE.

Rappresentazione schematica delle diverse
sottopopolazioni di cellule del sangue periferico Tth-/ike
secondo Locci et al. (2012) e He et al. (2013) e. I T

linfociti CD4" CXCRS possono essere ulteriormente
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Figura 7

suddivisi in 6 sottopopolazioni in base alla espressione di
CXCR3, CCR7 e PD-1. L’espressione di CCR7 ¢
inversamente correlata con D’espressione di PD-1. Le
cellule PD-1" che esprimono ICOS rappresentano cellule
Tth-like attivate. Viceversa, le cellule PD-1" ¢ CXCR3"
rappresentano cellule Tth quiescenti e sono in grado di

fornire help ai B linfociti.

Rappresentazione schematica di un modello di sintesi di
IgE nell’'uomo. I T linfociti CD4" ed i B linfociti
interagiscono nella regione T-B dei linfonodi. Le cellule
Tth in via di differenziazione sono localizzate in prossimita
dei follicoli. Le cellule Tth presenti nei centri germinativi
sono ulteriormente polarizzate ed esprimono 1 piu alti
livelli di BCL-6 e CXCRS5. La risposta immunologica IgE
precoce scaturisce da plasmacellule a bassa affinita ed a
breve emivita esprimenti IgE e generate in siti
extrafollicolari. Viceversa, le risposte IgE tardive nascono
da reazioni che avvengono nei centri germinativi.
Nell’ambito dei centri germinativi, le cellule Tth
forniscono help a B linfociti attivati che possono andare

incontro ad uno switch isotipico diretto (Direct CSR) (da
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Figura 8

IgM all’isotipo IgE) o sequenziale (Sequential CSR) (da
IgM ad IgG e quindi ad IgE). I B linfociti IgE" presenti nei
centri germinativi vanno incontro a mutazioni somatiche e
si differenziano in plasma cellule IgE" a breve emivita che
producono IgE ad elevata affinitd. Alcuni B linfociti IgE"
presenti nei centri germinativi possono differenziarsi in
plasmacellule IgE" a lunga emivita che migrano nel
midollo osseo. Altri B linfociti IgE" si differenziano in B

linfociti della memoria IgE".

Effetto della IL-21 sulla sintesi di IgE totali dai peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs). I PBMC isolati dal
sangue periferico di soggetti con rinite allergica stagionale
(SAR) venivano incubati in presenza di CD40L (100
ng/ml) e di IL-4 (100 ng/ml) alla concentrazione di 500.000
cellule/pozzetto. A sinistra ¢ possibile osservare che
I’aggiunta di IL-21 aumenta significativamente la
produzione di IgE totali valutata dopo 6 giorni di
incubazione. A destra ¢ possibile osservare che I’aggiunta
di IL-4 potenzia la sintesi di IgE indotta da CD40L. Inoltre,

I’aggiunta di IL-21 incrementa in maniera significativa la
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Figura 9

Figura 10

Figura 11

produzione di IgE totali indotta dalla combinazione di

CD40L + IL-4.

Effetto di dosi crescenti di IL-21 (1-100 ng/ml) sulla sintesi
di IgE totali dai B linfociti naive (CD19", CD27), sui B
linfociti della memoria (CD19", CD27") e plasmacellule
(CD138") purificati dal sangue periferico di 6 pazienti con
rinite allergica stagionale (SAR). I dati rappresentano la

media + SD di 6 esperimenti indipendenti.

*#%p<0.001 se confrontati con il gruppo di controllo senza

I’aggiunta di IL-21.

Confronto tra Rhinitis Total Nasal Symptoms Scores
(RTSS) in pazienti con rinite allergica stagionale (SAR) ed

in soggetti di controllo non allergici (NA).

**%p<0.001 se confrontati tra i due gruppi.

Comparazione tra la percentuale di cellule Tth-/ike isolate
dal sangue periferico di pazienti con rinite allergica
stagionale (SAR) (colonne nere) e soggetti non allergici
(NA) (colonne bianche) valutate attraverso 1’analisi

citofluorimetrica.
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**%p<0.001 se confrontati tra i due gruppi.

Figura 12  Percentuale di linfociti esprimenti mRNA per IL-21 nel
sangue periferico di pazienti con rinite allergica stagionale
(SAR) (colonna nera) ed in soggetti di controllo non

atopici (NA) (colonna bianca) valutata attraverso RT-PCR.

*#%p<0.001 se confrontati tra i due gruppi.

Figura 13  Correlazione lineare tra la sintesi in vitro di IgE totali e la
percentuale di cellule Tth-/ike nel sangue periferico di
pazienti con rinite allergica stagionale. Ciascun punto

rappresenta i valori ottenuti in un singolo donatore.
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