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SUMMARY

Objectives: Regulatory T cells (Ty,;) represent a T cell subset able to modulate immune response by suppressing au-
toreactive T-lymphocytes. The evidence of a reduced number and an impaired function of this cell population in au-
toimmune/inflammatory chronic diseases led to the hypothesis of its involvement in the pathogenesis of these disor-
ders. Glucocorticoid-induced TNFR-related protein (GITR) is a well known marker of murine Ty, cells, but little is
known in humans. The aim of this study was to investigate the characteristics of Ty, cells in systemic lupus erythe-
matosus (SLE) and the potential role of GITR as marker of human T,

Methods: Nineteen SLE patients and 15 sex- and age-matched normal controls (NC) were enrolled. CD4* T cells were
magnetic sorted from peripheral blood by negative selection. Cell phenotype was analyzed through flow-cytometry us-
ing primary and secondary antibodies and real time polymerase-chain reaction (PCR) using TagMan probes.
Results: The CD25""GITR"¢" subset was significantly decreased in SLE patients with respect to NC (0.37+0.21% vs
0.72+0.19%; p<0.05). On the opposite, the CD25 GITR"s" cell population was expanded in the peripheral blood of
SLE patients (3.5+2.25 vs 0.70+0.32%, p<0.01). Interestingly, FoxP3 at mRNA level was expressed in both CD25
GITR"¢" and CD25"$"GITR"¢" cells, suggesting that both cell subsets have regulatory activity.

Conclusions: CD4*CD25 GITR"¢" cells are increased in SLE as compared to NC. The expression of high level of GITR,

but not CD25, on FoxP3+ cells appears to point to a regulatory phenotype of this peculiar T cell subset.

INTRODUZIONE

I e cellule T regolatorie (Tgy;) rappresentano un
sottotipo T cellulare in grado di modulare la ri-
sposta immunitaria e numerosi studi sembrano or-
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mai supportare 1’ipotesi che una loro alterazione, in
termini di riduzione numerica o diminuita funzio-
nalita soppressiva, potrebbe essere coinvolta nella
patogenesi di malattie autoimmunitarie sistemiche
ed inflammatorie croniche.

L’elevata espressione sulla loro superficie di una
molecola recettoriale nota come CD25 (IL2Ra),
non solo ne ha permesso 1’isolamento prima nel to-
po e successivamente nell’uomo, ma ne ha caratte-
rizzato dal punto di vista funzionale il loro peculiare
fenotipo (1, 2).

Successivamente, altre molecole di superficie so-
no state identificate come markers delle Ty tra
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cui il eytotoxic T lymphocyte antigen-4 (CTLA-4),
il CD127 ed il glucocorticoid-induced TNF recep-
tor-related protein (GITR) (3, 4). In realta il loro
significato come molecole di superficie specifiche
delle T,y € ancora controverso. Cio ¢ dovuto in
parte al fatto che di alcune di esse, per quanto ri-
conosciuti markers di cellule Ty nel topo, non se
ne conosce ancora il ruolo nell’uomo, come nel ca-
so di GITR. Inoltre, I’'incremento di espressione di
tali molecole, come CD25, CTLA-4 e GITR, an-
che sulla superficie di cellule T attivate ha reso dif-
ficile I’interpretazione dei primi studi che li hanno
utilizzati quali unici markers di cellule Ty, In tal
senso, la scoperta di Foxp3, il fattore di trascrizio-
ne che si ritiene essere espresso in modo specifico
dalle Ty, ha permesso di caratterizzare in manie-
ra piu definita questa popolazione cellulare. FoxP3,
precedentemente noto come JM2, fu inizialmente
identificato come il gene le cui mutazioni si asso-
ciavano alla comparsa di una sindrome autoimmu-
ne murina, la X-linked autoimmunity-allergic di-
sregulation (XLAAD) syndrome, successivamen-
te identificata anche nell’uomo e nota come Im-
munodysregulation polyendocrinopathy enteropa-
thy X-linked (IPEX) syndrome (5, 6). Studi suc-
cessivi hanno quindi dimostrato che le Ty, muri-
ne ed umane esprimono costitutivamente FoxP3 e,
dato ancora pit interessante, hanno evidenziato che
la presenza di tale gene ¢ necessaria affinche una
cellula progenitrice T venga indirizzata, nelle fasi
precoci dello sviluppo del sistema immunitario, a
differenziarsi in cellula Ty, (7). Infatti, FoxP3 ¢ es-
senziale per stabilizzare ed amplificare le caratte-
ristiche funzionali di tale popolazione cellulare per-
mettendo il mantenimento dell’anergia agli stimo-
li recettoriali e la ridotta produzione di IL-2 a se-
guito della loro interazione con le cellule stromali
timiche (7, 8).

Al momento attuale si conoscono due principali
sottopopolazioni di cellule Ty, le sopra citate Ty
generate nel timo nelle prime fasi della vita me-
diante ben precise interazioni con le cellule stro-
mali residenti (T, naturali), e quelle prodotte in
periferia durante tutta la durata della vita dalla con-
versione di cellule T naive CD4*CD25" in presen-
za di un particolare microambiente citochinico e di
un’appropriata stimolazione antigenica, note come
Ty adattative o indotte (9).

Per quanto concerne la loro funzione, le T,,; sono
in grado di svolgere azione soppressiva verso quei
linfociti autoreattivi che sono riusciti ad eludere
meccanismi protettivi quali la selezione timica ne-
gativa prevenendo, pertanto, la loro attivazione ed

espansione. Tale attivita soppressiva viene preva-
lentemente svolta mediante contatto cellula-cellu-
la, ma ¢ anche possibile che sia mediata da fattori
solubili, quali IL-10 e TGF-p, prodotti dalle stes-
se Ty, (10).

Negli ultimi anni, studi condotti su modelli muri-
ni di patologie infiammatorie croniche hanno evi-
denziato un possibile ruolo di tali cellule nella pa-
togenesi delle malattie autoimmunitarie (11-14).
Successivamente gli studi si sono quindi focalizzati
sull’analisi di un eventuale coinvolgimento delle
T, nella controparte umana di tali patologie, on-
de chiarire una eventuale alterazione fenotipica e/o
funzionale di queste cellule durante la storia natu-
rale della malattia. I risultati di studi condotti in
questa direzione nell’ artrite reumatoide (AR), pro-
totipo di malattia inflammatoria cronica, sono piut-
tosto contrastanti.

Non vi ¢ infatti univocita nella quantificazione del-
le T,y nel sangue periferico di pazienti affetti da
AR. Tuttavia, per quanto concerne la determina-
zione di tale popolazione cellulare a livello del li-
quido sinoviale degli stessi pazienti, vi & accordo
generale nell’affermare che esse siano espanse (15-
21). Tale dato, apparentemente paradossale visto il
ruolo protettivo svolto dalle Ty sulla risposta au-
toimmunitaria, troverebbe un parziale spiegazione
nella correlazione trovata tra il loro valore percen-
tuale e la durata di malattia. In altri termini, € sta-
ta riscontrata una globale riduzione delle Ty nei
pazienti con AR all’esordio e naive per terapia si-
stemica, mentre si € osservato al contrario un loro
progressivo incremento in rapporto alla durata di
malattia (22-24).

Tale risultato ha portato ad ipotizzare che se
all’esordio della malattia la deplezione di tale po-
polazione potrebbe essere un fattore favorente lo
sviluppo del quadro clinico, nella fase di croniciz-
zazione della patologia si creerebbe una sorta di
meccanismo di compenso per cui verrebbero re-
clutate cellule Ty, dal sangue periferico negli or-
gani bersaglio della malattia, quali la sinovia reu-
matoide, per contrastare la risposta effettrice T cel-
lulare. Tuttavia, il microambiente proinfiammato-
rio sarebbe in grado di determinare una inattiva-
zione delle cellule T, accumulatesi in tale sede.
Cio favorirebbe quindi un incremento numerico di
tali cellule, benche scarsamente funzionanti,
nell’articolazione infiammata.

Per quanto riguarda, invece, gli studi condotti nel
lupus eritematoso sistemico (LES), prototipo di
malattia autoimmunitaria sistemica, & stato evi-
denziato che, indipendentemente dalla fase della
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malattia, tali cellule si presentano numericamente
ridotte in percentuale nel sangue periferico e co-
munque, qualora il loro numero rimanga nella nor-
ma, esse presentano in genere un’alterata funzio-
nalita in relazione al milieu proinfiammatorio (25-
30). E stata segnalata inoltre una possibile resi-
stenza delle cellule T effettrici alla soppressione
T,e-mediata, come evidenziato da studi funziona-
li condotti in vitro che hanno evidenziato una nor-
male attivita soppressiva di cellule Treg ottenute da
pazienti affetti da LES verso cellule effettrici di
controlli sani (31).

Alla luce di quanto espresso, appare evidente che
i dati inerenti la caratterizzazione fenotipica e fun-
zionale di tale popolazione cellulare in corso di pa-
tologie autoimmuni sistemiche sono al momento
contrastanti e non sempre univoci. Lo scopo del no-
stro studio ¢ stato pertanto quello di effettuare
un’analisi quantitativa ed una caratterizzazione fe-
notipica delle diverse sottopopolazioni T cellulari
in pazienti affetti da LES e la valutazione di un
possibile ruolo di GITR come marker di cellule
Tygec Umane.

MATERIALI E METODI

Sono stati consecutivamente arruolati 19 pazienti
affetti da LES (F=15 M=4; eta media 46,7+12,5 an-
ni; durata media di malattia 8,5+6,43 anni) afferenti
alla Struttura di Reumatologia dell’Universita di
Perugia e 15 soggetti sani di controllo (F=12 M=3;
eta media 44,2+11,5 anni) (32).

Tutti 1 pazienti sono stati sottoposti a valutazione
clinica ed a prelievo ematico. L’ attivita di malattia
¢ stata calcolata al momento della visita mediante
il Systemic Lupus Erythematosus Disease Activi-
ty Index (SLEDAI) (33).

Al momento dell’arruolamento veniva registrata la
terapia di fondo assunta nei 3 mesi precedenti. Tut-
ti 1 pazienti assumevano idrossiclorochina 200
mg/die; di questi, 15 la assumevano in monotera-
pia e 4 in associazione ad un farmaco immuno-
soppressore (1 paziente in terapia con azatioprina
100 mg/die e 3 con micofenolato mofetile 2 g/die).
Il campione di sangue in provetta eparinata ¢ stato
separato secondo gradiente con Hystopaque 1077
(SIGMA) a 1800 rpm a temperatura ambiente per
30 minuti.

Le cellule mononucleate del sangue periferico
(PBMCs) cosi ottenute sono state sottoposte a se-
parazione magnetica (selezione negativa) per otte-
nere la popolazione T CD4* (CD4 human isolation

kit IT e colonne LD, Miltenyi Biotech). Brevemen-
te, le cellule T non-CD4* es. cellule T CD8*, cel-
lule T yJ, granulociti, cellule B, cellule NK, mo-
nociti, cellule dendritiche e cellule eritroidi sono
state rimosse dopo incubazione con un cocktail di
anticorpi coniugati con biotina rivolti verso CDS,
CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR
v e Glycophorin A. Quindi, ¢ stata realizzata una
separazione mediante microbeads anti-biotina con
colonne large depletion (LD) (Miltenyi Biotech).
Le cellule T CD4* risultanti hanno mostrato in ci-
tofluorimetria una purezza >98%.

Per la caratterizzazione fenotipica in citofluorime-
tria, la colorazione delle cellule CD4* cosi ottenu-
te ¢ stata realizzata con anti-GITR-PE (Biolegend),
anti-CD25 biotinilato (Miltenyi biotech) ed i ri-
spettivi isotipi.

L’analisi ¢ stata effettuata con citofluorimetro
Beckman Coulter EPICS XL-MCL ed EXPO32
ADC software.

Per I’estrazione dell’RNA e la successiva real time
PCR le cellule T CD4* isolate da 4 pazienti con
LES e da 4 volontari sani, sono state marcate con
anti-CD25 biotinilato e con anti-GITR PE e sotto-
poste ad ulteriori passaggi. Per separare la compo-
nente T CD25*, le cellule sono state trattate con mi-
crobeads anti-biotina e fatte passare in colonna me-
dium selection (MS), quindi con microbeads anti-
PE e ulteriormente in colonna MS. I RNA ¢ stato
estratto dalle popolazioni cellulari cosi ottenute
mediante RNeasy Plus Micro kit (Qiagen), retro-
trascritto con Quantitect Reverse Transcription kit
(Qiagen), e la real time PCR ¢ stata realizzata me-
diante Chromo 4 Four-Color Real-Time System
(Bio-Rad formerly MJ Research).

L analisi statistica dei dati aquisiti ¢ stata realizza-
ta mediante il t-test di Student o calcolando il co-
efficiente di correlazione di Spearman secondo in-
dicazione considerando significativi valori di
p<0.05.

RISULTATI

Nei pazienti affetti da LES si ¢ evidenziata una ri-
duzione percentuale statisticamente significativa
delle cellule T CD25"e"GITRMe" rigpetto ai con-
trolli (0,37+0,21% vs 0,72+0,19% p<0,05). Un da-
to interessante ¢ stato la dimostrazione di un’espan-
sione della sottopopolazione CD25 GITR"" nel
sangue periferico dei pazienti con LES rispetto ai
controlli (3,5+2,25 vs 0,70+0,32%, p<0,01) (Fig.
1). Allo scopo di meglio caratterizzare tale espan-
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sione della sottopopolazione cellulare CD25GI-
TR nei pazienti con LES, si & proceduto, a sco-
po esemplificativo, alla valutazione dell’espressio-
ne dell’mRNA di FoxP3 in tali cellule in alcuni
pazienti fuori da trattamenti immunosoppressivi ed
in alcuni soggetti sani.

Come controllo positivo e negativo sono state uti-
lizzate rispettivamente la popolazione CD25"¢"GI-
TRMe" notoriamente regolatoria, e CD25 GITR",
notoriamente effettrice e che dunque non esprime
FoxP3. Rispetto alla sottopopolazione cellulare ef-
fettrice CD25°GITR", nei soggetti sani ¢ stato ri-
scontrato un incremento dell’'mRNA di FoxP3 sia

nella popolazione CD25 GITR"" che in quella
CD25"shGITRMeh, Quest’ultima mostrava, come at-
teso, i livelli piu elevati di mRNA (Fig. 2). Nei pa-
zienti, per quanto I’espressione di FoxP3 nella po-
polazione cellulare CD25 GITR"s" ¢ CD25"ehGI-
TR"eh sia risultata incrementata rispetto alla sotto-
popolazione CD25-GITR effettrice di controllo, vi
erano alcune differenze rispetto alla controparte
del soggetto sano.

Nei pazienti, I’espressione di FoxP3 nel subset
CD25%shGITRM e pur essendo incrementata ri-
spetto al subset cellulare effettore, era statistica-
mente minore rispetto ai controlli sani (Fig. 2). Per

Figura 2 - Espressione di FoxP3 nelle

35 ns p<0,05 sottopopolazioni CD4*CD25"e"Gl-
F— TR"" e CD4°CD25°GITR"" in con-
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contro, nella sottopopolazione CD25 GITR"sh
I’espressione di FoxP3 era superiore nei pazienti ri-
spetto ai controlli, anche se in maniera non signi-
ficativa. Per quanto concerne, infine, le correla-
zioni clinico-laboratoristiche, valutate mediante il
calcolo del coefficiente di correlazione di Spear-
man, non sono state riscontrate significative tra i
valori percentuali dei due subsets cellulari d’inte-
resse e parametri clinici e bioumorali dei pazienti
lupici, quali attivita di malattia (SLEDAI), VES,
PCR, durata di malattia, terapia in atto e specifi-
cita anti-ENA.

DISCUSSIONE

Il presente studio ha dimostrato che i pazienti af-
fetti da LES presentano una riduzione percentuale
delle cellule CD4+*CD25"e"GITR"E" rigpetto a sog-
getti sani di controllo e che queste cellule presen-
tano alti livelli di FoxP3, come era prevedibile
aspettarsi trattandosi di cellule ad alta espressione
di CD25. E da sottolineare che GITR appare esse-
re un marker delle cellule T,.; co-espresso con il
CD25, come dimostrato nel modello murino ed in
uno studio sull’uomo (37-39). In tal senso, quindi,
il dato risultante in questo studio € in accordo con
precedenti dimostrazioni di una riduzione delle cel-
lule Ty, CD4*CD25"¢" nel sangue periferico di pa-
zienti affetti da LES (9-12).

D’altro canto, il dato interessante emerso dal no-
stro studio ¢ stato il riscontro dell’espansione di una
nuova popolazione di cellule T che, pur esprimen-
do bassi livelli di CD25, esprime FoxP3 e la cui ca-
ratteristica fenotipica peculiare ¢ 1’espressione su-
perficiale di alti livelli di GITR. La funzione spe-
cifica delle Ty ¢ quella di assicurare che la tolle-
ranza immunologica al self venga mantenuta du-
rante tutta la vita e quindi di prevenire lo sviluppo
di autoimmunita eliminando i cloni linfocitari au-
toreattivi.

Se tali cellule sono numericamente ridotte per ra-
gioni non ancora del tutto chiarite, la controparte
T effettrice diventa prevalente, il microambiente
proinfiammatorio mantiene il feed-back positivo e
la risposta autoimmune non viene bloccata. Alla lu-
ce dei nostri dati si pud ipotizzare che 1’espansio-
ne della popolazione CD4*CD25- possa rappre-
sentare un meccanismo di compenso a tale deple-
zione e che GITR possa mediarne la funzione sop-
pressiva.

Le evidenze presenti in letteratura riguardo il ruo-
lo di tale molecola nel contesto delle T,,,umane so-

no scarse e spesso in disaccordo (15-17), dal mo-
mento che cosi come nella controparte murina, la
stimolazione attraverso il ligando specifico puo dar
origine a molteplici vie di attivazione e quindi a di-
versi effetti clinici (3, 14). Nel nostro caso, accan-
to al riscontro di un’espansione della popolazione
T cellulare CD4*CD25 GITR"", un’analisi pill ap-
profondita a livello di mRNA ha mostrato una si-
gnificativa espressione di FoxP3, che orienterebbe
quindi verso un fenotipo regolatorio.

L’assenza in questa popolazione cellulare di una
correlazione tra I’espressione di CD25 e quella di
FoxP3, ed il riscontro viceversa di una sua corre-
lazione con GITR, sembrerebbe conferire a
quest’ultimo un ruolo come marker di cellule T,
anche nell’uomo.

In particolare, sulla base di tali osservazioni, I’ele-
vata espressione di CD25 potrebbe non essere piu
condizione cosi necessaria per la definizione di fe-
notipo regolatorio in generale, ma piuttosto sareb-
be caratteristica di una delle tante sottopopolazio-
ni di T, funzionalmente simili, ma fenotipica-
mente diverse.

In questo contesto, FoxP3 notoriamente il marker
piu specifico di attivita regolatoria, potrebbe esse-
re I’elemento comune a tutti i diversi subsets di
cellule Treg conferendo loro I’attivita funzionale
che le contraddistingue.

Il motivo dell’espansione del subset T regolatorio
CD4*CD25 GITR"" nei pazienti lupici rispetto ai
controlli, potrebbe verosimilmente corroborare
I’ipotesi dell’esistenza di un meccanismo di com-
penso legato alla contestuale riduzione delle Ty,
naturali CD4*CD25"¢"FoxP3*e volto a contrastare
la risposta autoimmunitaria e di conseguenza I’evo-
luzione della malattia (34).

Sono al momento in corso studi per una piu detta-
gliata analisi fenotipica ed una parallela valutazio-
ne funzionale dei diversi subsets T cellulari nei pa-
zienti affetti da LES per inquadrare in maniera piu
approfondita le popolazioni d’interesse.

In conclusione, nonostante i promettenti dati spe-
rimentali gia acquisiti nel modello murino, la com-
plessita della patologia autoimmune nell’uomo non
consente al momento una caratterizzazione defini-
tiva del ruolo delle T, nella patogenesi di tali con-
dizioni e necessita quindi di ulteriori verifiche.
Questo non solo per acquisire elementi aggiuntivi
nella conoscenza della patogenesi delle malattie
autoimmuni, ma anche per una potenziale applica-
zione terapeutica di tali cellule, come emerge pe-
raltro da recenti studi di estremo interesse pubbli-
cati in letteratura (35, 36).
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RIASSUNTO

La caratterizzazione dei subset di Ty, in pazienti affetti da malattie autoimmunitarie, ¢ un punto cruciale per la com-
prensione dei meccanismi responsabili dello sviluppo della patologia. Dalla valutazione di 19 pazienti con LES ¢ sta-
ta riscontrata una riduzione della popolazione delle cellule CD4*CD25"e"GITR"" rispetto a 15 NC. Contestualmente
abbiamo evidenziato un’espansione di un nuovo subset regolatorio CD4*CD25 GITR"#" che esprime FoxP3 pur in as-
senza di CD25. E pertanto ipotizzabile che la presenza di GITR ad alti livelli sia una caratteristica fenotipica che per-
mette di definirlo come marker specifico di Ty.;umane cosi come ¢ gia stato dimostrato in modelli murini.

Parole chiave - Cellule T regolatorie, GITR, lupus eritematoso sistemico, FoxP3.
Key words - Regulatory T cells, GITR, systemic lupus erythematosus, FoxP3.
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