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SCOPO DEL LAVORO

Numerose patologie pur sviluppandosi in assenza di una minaccia esterna come per esempio
un’infezione, esposizione a tossine o predisposizione per la formazione di tumori, tendono a
sviluppare una condizione inflammatoria e un danno specifico a livello tissutale con conseguente
attivazione del sistema immunitario. Tali condizioni mostrano I'attivazione del sistema immunitario
innato e un eccesso di mediatori inflammatori, ma nessuna evidenza di una risposta immunitaria

antigene-specifica.

In alternativa, ci sono malattie caratterizzate da un‘attivazione della risposta immunitaria adattativa
con linfociti T e B che rispondono all'autoantigene in assenza di qualsiasi aggressione microbica o
invasione tumorale rilevabile; queste patologie costituiscono la stragrande maggioranza delle malattie
considerate di origine autoimmune. Attualmente sono state identificate circa 80 malattie di natura
autoimmune che colpiscono il 5,7% della popolazione anche se dagli ultimi dati emersi in letteratura,

la loro incidenza & in aumento.

Si definisce patologia autoimmune, quella condizione in cui il danno tissutale é causato dalla reattivita
delle cellule T o degli anticorpi reattivi verso antigeni propri. In alcuni casi, si presume che una
malattia sia di origine autoimmune solo perché i linfociti B e T sono presenti nel tessuto colpito. |
modelli animali per lo studio di queste patologie, sono stati estremamente utili per aiutare a

comprendere sia i meccanismi che guidano I'insorgenza della malattia che quelli della patogenesi.

Due sono gli elementi importanti per comprendere 1’alta frequenza delle malattie autoimmunitarie:
in primo luogo, l'autoreattivita. Infatti, il repertorio dei linfociti immunocompetenti che fornisce
I'immunita protettiva e selezionato in base all'autoreattivita. La regolazione dell'autoreattivita aiuta a
modellare il sistema immunitario in modo che essa non diventi associabile al danno tissutale, questo
richiede una vigilanza costante. Il sistema immunitario mantiene un equilibrio precario tra i due: una
risposta troppo scarsa porta a un potenziale non riconoscimento del “pericolo”, mentre una risposta
sovraespressa pud potenzialmente portare all'autoreattivita. In secondo luogo, esiste una
predisposizione genetica all'autoimmunita e aspetti di questa predisposizione possono essere simili
per molte malattie autoimmuni differenti. La malattia autoimmune quindi non richiede solo

autoreattivita, ma puo anche essere influenzata dalla vulnerabilita genetica dell'organo bersaglio.

Alcuni dei recenti studi sulle basi genetiche dell'autoimmunita mostrano che i fattori genetici che

regolano la vulnerabilita di organi specifici sono distinti da quelli che regolano l'autoreattivita.



Pertanto, gli individui possono condividere percorsi che promuovono l'autoreattivita, ma presenti con

diverse malattie autoimmuni.

La celiachia (CD) per esempio € una malattia sistemica immuno-mediata indotta dalla presenza del
glutine in soggetti geneticamente predisposti, caratterizzata da una reazione autoimmune contro la
transglutaminasi tissutale (tTG), un enzima che deamina la gliadina nei soggetti portatori degli alleli
HLA-DQA1L e DQB1 e per gli eterodimeri DQ2 o DQ8. La celiachia si manifesta con una condizione
di malassorbimento cronico: il tipico danno intestinale € caratterizzato dalla distruzione dei villi e
dall’iperplasia delle cripte, ma oggigiorno ¢ possibile tenerlo sotto controllo con 1’eliminazione del
glutine dalla dieta. A livello molecolare ¢ stato dimostrato che 1’esposizione alla gliadina (una
prolammina che insieme alla glutenina costituisce il glutine) induce una risposta infiammatoria che

causa il danno dei villi che rivestono I’intestino tenue (atrofia dei villi).

Il potenziale paziente celiaco ¢ caratterizzato da un’alta espressione di IL-10 e da un aumento
significativo del rapporto IL-10/IFN-y, seguito poi da una maggiore densita di cellule regolatorie
come CD4*CD25 *Foxp3 * T reg, che esercitano effetti soppressivi. Sebbene sia riconosciuto che la
CD sia mediata da una risposta Th1, non e ancora chiaro il meccanismo per cui le cellule Thl siano
indotte e mantenute nell’intestino dei pazienti. Le prove indicano che una interazione attiva e
dinamica tra cellule immunitarie e non, ha un ruolo cruciale nell’iniziare e nel modellare questo
pathway patologico, e che le citochine siano i mediatori principali di questo dialogo incrociato. In
particolare, I’'TL-21 pare avere un ruolo chiave in questo fenomeno: la sua espressione, infatti, e
risultata maggiore nella mucosa intestinale di pazienti con CD attivo (sia pediatrici che adulti) rispetto
a quella di pazienti CD trattati con una dieta priva di glutine e a quella di soggetti controllo.

L’TL-21 é una citochina fortemente coinvolta nei meccanismi dell’infiammazione e in quelli
dell’autoimmunita, con relativo coinvolgimento nello sviluppo e mantenimento di specifiche classi
dei linfociti T (CD4" e CD8") e dei linfociti B.

L’obiettivo di questo studio e stato quello di approfondire ed analizzare il possibile ruolo di questa
citochina nello lo sviluppo della celiachia. In particolare ci siamo occupati di valutare dal punto di
vista quantitativo la relazione tra i livelli sierici dell’IL-21 e i titoli sierici degli autoanticorpi IgA
anti-tTG con relativo confronto del danno tissutale che viene a manifestarsi a livello della mucosa

duodenale in pazienti considerati attivi.

In questo studio sono stati analizzati i sieri di 160 pazienti CD, 120 non trattati e 40 trattati (sottoposti

a dieta priva di glutine), e quelli di 45 volontari sani, con funzione di controllo.



I risultati hanno dimostrato che i pazienti CD alla diagnosi esprimevano concentrazioni di 1L-21
significativamente piu elevate rispetto ai pazienti CD sottoposti a dieta e ai controlli. Inoltre i dati
ottenuti, hanno dimostrato una correlazione positiva tra i livelli di IL-21 e le concentrazioni di
autoanticorpi IgA anti-tTG, indice di un possibile ruolo di questa citochina nell’attivazione dei
linfociti B. Infine, si e evidenziata una correlazione positiva dei livelli di IL-21 con il danno alla
mucosa duodenale: questo ci ha permesso di ipotizzare la possibilita di un forte effetto

immunomodulatore dell’IL-21 sulle funzioni dei linfociti T citotossici.

Questo studio fornisce un'ulteriore prova dei dati emergenti sul potenziale ruolo dell'lL-21 nella

patogenesi della CD, suggerendo il suo coinvolgimento nello sviluppo e nella progressione della CD.



CAPITOLO 1

1.1 Le patologie autoimmuni

Le malattie autoimmuni sono condizioni patologiche differenti per importanza clinica, rilevanza
epidemiologica, meccanismi fisiopatologici ma accomunate dal ruolo patogenetico di reazioni

immunologiche conseguenti a fenomeni di auto-riconoscimento da parte del sistema immunitario.

Colpiscono il 5-10% della popolazione e tutti gli organi possono diventare possibile bersaglio per una
reazione autoimmune, in quanto la condizione necessaria per una patologia autoimmune € quella di
sviluppare una auto-aggressione nei confronti di organi self del nostro organismo, la cosiddetta

risposta immunitaria adattativa auto-reattiva.

Le funzioni di riconoscimento del self e del non self da parte del sistema immunitario vengono svolte
attraverso un elaborato sistema di identificazione che coinvolge i linfociti T e i linfociti B, che hanno
la capacita di riconoscere antigeni specifici e le cellule presentanti 1’antigene che appartengono al
sistema dei fagociti mononucleati. Quando nell’organismo entrano delle sostanze estranee, il sistema
immunitario non le riconosce come proprie e quindi organizza contro di esse una risposta complessa

finalizzata alla loro neutralizzazione ed eliminazione.

L’antigene particolato viene dunque incorporato e degradato dai macrofagi e dalle cellule dendritiche
dando origine a dei frammenti peptidici (proteolisi intracellulare) che andranno a legarsi con molecole
identificate dal complesso maggiore di istocompatibilita - MHC (detto anche HLA). | complessi
peptidi-HLA sono dunque espressi sulla superficie delle cellule presentanti I’antigene (APC),
determinando cosi I’attivazione dei linfociti T-helper o CD4+. | peptidi legati alle molecole HLA di
classe | e di classe Il sono i ligandi per i recettori specifici dei linfociti T (TCR) citotossici (CD8") o
CD4". L attivazione e la proliferazione delle cellule CD4*, comportera il rilascio di citochine che
invieranno segnali specifici per le cellule effettrici rappresentate dai linfociti T citotossici e dai

linfociti B.

Le citochine influenzano non solo I’attivazione e la proliferazione delle cellule effettrici ma anche la
qualita della risposta immunologica. Esistono infatti due tipi funzionali di cellule T-helper, le Thle
le Th2: le prime producono I’interferone gamma (IFN-y) e I’IL-2 che orientano i meccanismi effettori
verso una risposta di tipo prevalentemente cellulare (linfociti T CD8", o citotossici); le seconde invece
producono I’IL-4 e 1‘IL-10 e orientano le risposte effettrici in senso umorale andando quindi ad
attivare in modo specifico le cellule B. La risposta immunitaria finale sara dunque 1’interconnessione
tra cellule effettrici che riconoscono I’antigene iniziale e I’attivita di diverse sottopopolazioni

linfocitarie.



1.1a Storia naturale e stadi della malattia autoimmune

La storia naturale delle malattie autoimmuni & molto articolata e si compone di tre fasi ben

differenziate: potenziale, subclinica o latente, clinica.

La potenziale ¢ la fase in cui la malattia non ¢ clinicamente espressa ma vi ¢ un’elevata probabilita
che cio si verifichi. Puo essere considerato affetto da malattia autoimmune potenziale il soggetto con
assetto genetico di predisposizione oppure il soggetto sano del quale si documenti la presenza di

autoanticorpi circolanti a titolo significativo.

La malattia autoimmune nello stadio subclinico, fa riferimento ad un soggetto apparentemente sano

nel quale siano stati trovati titoli significativi di autoanticorpi e nel quale possono essere dimostrabili:

1) infiltrati linfocitari diffusi o multifocali, depositi di immunoglobuline e/o di complemento a

livello dell’organo affetto;

2) alterazioni subcliniche della funzione dell’organo coinvolto svelabili mediante test specifici

dal punto di vista funzionale.

Il gruppo dei soggetti anticorpo-positivi tende ad evolvere verso la malattia con una progressione
lenta ma costante e con una percentuale significativa rispetto al gruppo di controllo anticorpo-

negativo.

A causa di questo andamento rivolto ad una evoluzione della malattia di natura clinica, nei soggetti
positivi € opportuno ripetere con una certa frequenza i test funzionali per identificare per tempo coloro

che evolvono verso la malattia conclamata.

La malattia autoimmune clinica € la condizione in cui la patologia si manifesta con tutto il suo corteo
sintomatologico. Ci0 avviene quando la maggior parte dell’organo bersaglio risulta funzionalmente
danneggiato in modo irreversibile. Possono comparire sintomi clinici transitori qualora in un soggetto
con malattia subclinica si sovrappongono eventi precipitanti (stress, infezioni ecc.) che richiedono un
aumento di attivita da parte dell’organo bersaglio, che perd in queste condizioni non ¢ in grado di
fare. Tali situazioni sono da considerarsi come dei campanelli di allarme che permettono di stabilire
una diagnosi precoce. Le manifestazioni cliniche quindi si possono presentare in forma acuta o
cronica, a seconda che il parenchima si deteriori rapidamente o lentamente, oppure quando il

fabbisogno aumenta bruscamente o gradualmente.



La storia naturale della malattia e condizionata da numerosi e complessi fattori come il volume
dell’organo bersaglio, la sua capacita di compenso al danno tramite meccanismi di rigenerazione
specifici o aspecifici, ’entita e I’aggressivita dei fenomeni autoimmuni, la variabilita individuale ed

altri fattori non ancora identificati.
Per essere considerata autoimmune, la patologia deve almeno rispettare uno di questi criteri:

- Presenza di infiltrati linfocitari che a seconda del tipo di malattia (organo o non-organo
specifica) possono essere localizzati nell’organo bersaglio o diffusi a livello di diversi apparati
o di tutto I’organismo;

- Presenza di autoanticorpi circolanti e/o localizzati a livello dell’organo bersaglio;

- Possibilita di riprodurre nell’animale da esperimento la malattia, inoculando estratti tissutali
dell’organo bersaglio o gli specifici autoantigeni purificati;

- Possibilita di trasferire passivamente la malattia dall’animale affetto ad un altro sano dello
stesso ceppo, mediante trasporto passivo di siero e/o di linfociti;

- Efficacia della terapia immunosopressiva.

A questo punto e possibile dettare un ulteriore classificazione delle patologie autoimmuni a seconda
del distretto che viene colpito. Possiamo quindi parlare di malattie organo-specifiche, intermedie e

sistemiche.
- Malattie organo-specifiche

Prevedono I’interessamento di un singolo organo o apparato, caratterizzato dalla presenza di infiltrati
linfomonocitari a livello dell’area interessata, produzione di anticorpi e risposta da parte delle cellule
T diretta verso cellule di un singolo organo bersaglio. Le lesioni possono essere provocate da
immunoreazioni di tipo I, IV e V, per lo piu caratterizzate da una distruzione a cui consegue
I’ipofunzione dell’organo (raramente da iperfunzione). Esempi classici appartenenti a questo gruppo

sono le tiroiditi croniche, il morbo di Graves e quello di Addison.
- Malattie intermedie

Caratterizzate da infiltrati linfocitari limitati ad un singolo organo o apparato ma nelle quali
I’autoimmunita umorale ¢ diretta contro auto-antigeni non organi specifici e le immunoreazioni sono

mediate da meccanismi di tipo II, I, V.
- Malattie non organo-specifiche o sistemiche

Interessamento sistemico dell’organismo come conseguenza di una reazione autoimmune contro

antigeni ubiquitari. Le malattie autoimmuni sistemiche sono delineate da autoanticorpi specifici per
8



molecole nucleari e citoplasmatiche coinvolte nella replicazione e trascrizione del DNA e nella
traduzione di mRNA. Alcune manifestazioni delle malattie autoimmuni sistemiche sono dovute
all’effetto diretto di questi autoanticorpi, mentre altre sono dovute alla deposizione, specie nei

glomeruli renali, di complessi antigeni-anticorpo. Un esempio di questo tipo di malattia e il LES.

1.2 L’importanza del sesso nelle malattie autoimmuni

Un fattore che é risultato avere un ruolo funzionale nella classificazione nonché diagnosi delle
patologie autoimmuni & il sesso, in particolare si € visto che una percentuale piu alta del sesso
femminile sviluppa patologie autoimmuni quali per esempio I’artrite reumatoide e la sindrome di
Sjogren [1]. Le differenze sessuali nella risposta immunitaria sono responsabili di molti aspetti delle
malattie autoimmuni come la produzione massiccia di autoanticorpi e la deposizione di

immunocomplessi con conseguenti danni ai tessuti e auto-infiammazione specifica per organo.

Uno dei primi studi ad analizzare il coinvolgimento del sesso, dal punto di vista epidemiologico, &
stato condotto dal gruppo di Beeson nel 1994 [2] successivamente Jacobson e collaboratori hanno
confermato che il sesso femminile avesse una percentuale di rischio 2,7 volte maggiore rispetto agli
uomini nello sviluppare una delle 24 malattie autoimmuni all’epoca conosciute e che circa 1'80% di
tutti i pazienti analizzati con manifestazione di malattie autoimmuni negli Stati Uniti dal 1965 al 1995
erano donne. Una valutazione piu recente delle differenze sessuali analizzata da Hayter e Cook &
giunta a una conclusione simile a quella del gruppo Jacobson (Fig.1): le 5 malattie autoimmuni piu
diffuse, l'artrite reumatoide, la tiroidite di Hashimoto, la celiachia, la malattia di Graves e il diabete

di tipo I, sono piu frequenti nel sesso femminile.

Autoimmune Disease Prevalence (per Ratio of women (o men
10%) (% women)
Rheumatoid arthritis Bi0 31 (75%)
Hashimoto's thyroiditis 792 19:1 (95%)
Celiac disease 750 1.3:1 (57%)
Graves' disease 629 7:1 (B8%)
Type 1 diabeles 480 1:1.2 (45%)
Multiple sclerosis 58 21 (64%)
Systemic lupus erythematosus 32 7:1 (88%)
Ulcerative colitis 30 21 (65%)
Crohn's disease 25 1:1.4 (40%)
Scleroderma 24 121 (92%)
Autoimmune hepatitis type 1 17 4:1 (78%)
Sjdgren's syndrome 14 16:1 (94%)
Myositis 5 21 (67%)
Myocarditis - 1:3.5 (29%)




Fig. 1: schematizzazione del rapporto espresso in percentuale dello sviluppo delle malattie autoimmuni nel
sesso femminile vs il sesso maschile [3]

Alcuni ormoni, quali gli estrogeni, il testosterone e il progesterone, sembrano essere coinvolti nella

patogenesi delle malattie autoimmunitarie [4].

| recettori degli ormoni sessuali sono localizzati sulle membrane di diverse cellule del sistema
immunitario tra cui cellule T, cellule B, monociti, macrofagi, cellule dendritiche (DC) e mastociti
(MC), tuttavia solo i monociti, i macrofagi e i mastociti presentano recettori per gli estrogeni e per
gli androgeni sia a livello nucleare che di membrana. A parte il loro ruolo nell'allergia, gli MC
agiscono come cellule presentanti lI'antigene (APC), in particolare in potenziali siti di ingresso di
antigeni estranei nell'ospite come la cute, l'intestino, i vasi sanguigni e il peritoneo [5]. L'estrogeno
ha una ben nota capacita di aumentare le risposte anticorpali a vaccini, infezioni e autoantigeni
attivando le cellule, mentre gli androgeni hanno I'effetto opposto [6, 7,8]. Pertanto a seconda del
contesto, gli estrogeni possono o promuovere l'inflammazione migliorando le risposte Thl o
aumentare 1’attivita della risposta immunitaria adattativa promuovendo la tolleranza immunitaria, 0

indicendo risposte immunitarie antinfiammatorie / regolatorie di tipo Th2

Interessante e anche il ruolo di estrogeno e progesterone nell'attivazione delle cellule T regolatorie
(Treg) [9].

1.3 L’implicazione della genetica e dell’ambiente nello sviluppo delle malattie autoimmuni

Un ruolo importante & quello che viene svolto dalla genetica e dai fattori ambientali nello sviluppo
delle patologie autoimmuni. Dei molti geni coinvolti, alcuni agiscono direttamente sulle cellule del
sistema immunitario andando cosi ad alterare I'immuno-reattivita dell’ospite (Fig. 2) ma questi stessi
geni spesso non sono specifici per una sola malattia: non é raro infatti che i pazienti con LES o miosite
autoimmune, abbiano una storia familiare con preponderanza di altre patologie sistemiche o

specifiche dell’organo.
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Fig.2: Fattori genetici ed ambientali che regolano ed influenzano i pathway autoimmuni.

Alcuni studi su modelli animali, allestiti per avere una visione migliore sull’andamento di alcune
patologie come il diabete di tipo 1, tiroidite autoimmune, malattia di Addison, sindromi poliendocrine
autoimmuni, vitiligine e celiachia, hanno dimostrato che esiste una base comune per lo sviluppo di
pit malattie di natura autoimmune. L’esempio pit comune ¢ quello dei topi NOD studiati
prevalentemente per caratterizzare il diabete di tipo 1, ma che successivamente sono risultati

costituire un buon modello anche per altre patologie autoimmunitarie organo-specifiche.

Studi di mappatura genetica supportano l'ipotesi che i singoli geni coinvolti nei disturbi autoimmuni
possano ricoprire piu ruoli, infatti i loci specifici studiati nei modelli murini di diabete di tipo 1,
I'encefalomielite autoimmune sperimentale (EAE), l'artrite indotta e il lupus sono collocati sulla
stessa mappa genetica e, allo stesso tempo vengono messi in evidenza le loro posizioni a livello
umano. Questi studi hanno anche evidenziato che la sovrapposizione di piu malattie autoimmunitarie

si verifica piu spesso del previsto. (Fig. 3).
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Table 2 Representative gene manipulations associated with autoimmune diseases

Effect Gene products Human disease counterpart
f ng overall
Inhibition of apoptosis Fas, Fas ligand, Bcl-2 (Tg) SLE
B-cell activation FeyRIIB, SHP-1, CD22, CD19, PD-1 SLE
Lyn, BLys-1(Tq)
T-cell activation/regulation TGFB, TGFRER, PD-1 SLE
Cell proliferation p21WAYR Ei SLE
Cytokines IFN-y (Tg), IL-4 (Tg), IL-10 (Tg) SLE
IL-2 IBD or AHA
IL-10 IBD
IL-1 receptor antagonist RA
TNF-ct (Tg) RA or MS
f n ntation/r nition
Autoantigen clearance C1q, C4, SAP, DNAse-1 SLE
Antigen presentation HLA-DQB8 (Tg) (with ins- B7-1 (Tg)) Type 1 diabetes
Antigen recognition KRN T cell receptor (Tg) with I-AY RA

Knockout mutations are shown unless indicated as transgenic (Tg) overexpression. IBD, inflammatory bowel disease,
AHA, autoimmune hemolytic anemia.

Fig. 3: Geni coinvolti nella manifestazione di patologie autoimmuni, con inibizione della clearance di
autoantigeni implicati nei meccanismi di suscettibilita [10].

Non e chiaro ancora come gli stessi geni contribuiscano alla manifestazione delle diverse malattie,
tuttavia l'evidenza suggerisce che lo stesso gene potrebbe essere coinvolto almeno in alcune patologie.
Ad esempio, un polimorfismo nel gene che codifica per I'interleuchina (IL) -2 (mappato come Idd3)
e associato sia allo sviluppo del diabete di tipo 1 nei topi NOD sia alla suscettibilita all'EAE; allo
stesso modo un polimorfismo nel gene per CTLA-4, una proteina che inibisce l'attivazione delle
cellule T, potrebbe essere associato alla predisposizione per il diabete di tipo 1, alla celiachia e alle

malattia autoimmuni della tiroide [11,12] .

Gli studi con topi knockout e transgenici forniscono anche esempi di geni che hanno effetti a livello
di sistema (Fig.3): ad esempio, la carenza di IL-2 pu0 portare a malattia inflammatoria intestinale o

anemia emolitica autoimmune a seconda del background genetico.

Nelle malattie organo-specifiche ad esempio ’associazione genetica maggiormente riconosciuta &
quella con geni del complesso HLA, localizzato nel braccio corto del cromosoma 6, in particolare
con quelli di classe Il. Sono stati tuttavia riconosciuti anche altri geni di predisposizione situati al di
fuori del sistema HLA, quali i geni dell’insulina, del recettore TSH, dei ligandi e dei recettori coinvolti

nella risposta immunitaria.
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Evidenze dirette e indirette del coinvolgimento di fattori ambientali nelle malattie autoimmuni umane
sono state riportate in diverse patologie: i fattori esogeni possono essere infettivi (batterici o virali) e
chimico-fisici.

L’ambiente puo influenzare 1’immuno-reattivita dell’individuo per mezzo dello spostamento

dell’equilibrio delle cellule T, in particolare tra le cellule Th1 che producono molecole infiammatorie,
interferone (IFN) -y e le cellule Th2 che producono IL-4 —e IL-5.

Direttamente o indirettamente, le infezioni batteriche e virali di solito inducono il differenziamento
delle cellule T in cellule Th1, al contrario, probabilmente a causa dei siti della mucosa che infettano,

le infezioni da elminti spostano I'equilibrio verso le cellule Th2.

Le malattie autoimmuni come la sclerosi multipla, il diabete di tipo 1 e l'artrite reumatoide sono
caratterizzate da un ruolo preponderante della risposta Thl; sebbene le citochine derivate da Th2
possano avere un ruolo nel lupus, le risposte INF-y e Th1 sono fondamentali anche in questa malattia
mediata da anticorpi: quindi le infezioni batteriche e alcune virali, spostando I'equilibrio delle cellule
T verso Th1l, dovrebbero predisporre I'individuo all'autoimmunita mentre le esposizioni elmintiche e

altre, che inclinano I'equilibrio verso Th2, dovrebbero inibire la malattia autoimmune.

Tuttavia, ci sono diversi pareri contrastanti su questo punto e l'evidenza che solo le cellule Thl
possano causare la distruzione delle cellule coinvolte, (come nel caso del diabete di tipo 1) non é
assolutamente incontrovertibile. Inoltre, ci sono alcune difficolta epidemiologiche con I'idea
considerando che nei paesi sviluppati, le infezioni batteriche siano diminuite di frequenza e I'asma -
una malattia che si pensa sia guidata dalle cellule Th2 - & aumentata senza una concomitante
diminuzione dell'incidenza della malattia autoimmune. Quindi, sebbene altri fattori come inquinanti
chimici o infezioni da virus respiratori possano svolgere un ruolo, I'evidenza indica che il paradigma
Th1 / Th2 per l'autoimmunita e, al contrario, I'asma, potrebbe essere una semplificazione eccessiva

della realta.

Gli agenti infettivi influenzano la capacita delle cellule T di rilevare auto-antigeni mediante reazione
crociata (mimetismo molecolare). Come discusso in precedenza, gli agenti infettivi forniscono i
propri coadiuvanti, quindi le risposte delle cellule T contro gli antigeni delle infezioni sono
particolarmente vigorose. Se I'agente codifica per un peptide che é strettamente correlato a un peptide
dell'ospite, tali risposte vigorose potrebbero indurre potentemente le cellule T che possono quindi
reagire, in modo meno forte forse, ma comunque efficace, contro le cellule che portano l'antigene
auto-reattivo. Questo tipo di ipotesi esiste da molti anni e ci sono ora prove considerevoli che a volte

il mimetismo molecolare spieghi I'induzione dell'autoimmunita da parte delle infezioni
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L'inflammazione puo anche migliorare la presentazione dell'antigene da parte di cellule che
normalmente non sono incluse in questa categoria: per esempio nell'uomo, I'infiammazione induce
I'espressione di MHC di classe I / Il e proteine costimolatorie (come CD40 e CD40 ligando) sulle
cellule endoteliali ed epiteliali [13]. Una maggiore espressione di MHC da parte di tali cellule portera

a una maggiore esposizione alle cellule T dei peptidi da proteine espresse all'interno di queste cellule.

La nostra comprensione delle malattie autoimmuni é progredita enormemente negli ultimi 20 anni.
Tuttavia, rimangono ancora inesplorati molti campi, in quanto esistono cosi tanti fenomeni diversi fra

loro che influenzano la suscettibilita e I’evoluzione delle patologie stesse.

Possiamo perd concludere dicendo che sia i geni ospiti che I'ambiente tendono ad influenzare

I'incidenza e il tipo di malattia su piu fronti.

1.4 Diagnostica: importanza degli auto-anticorpi

Gli studi compiuti sugli autoanticorpi hanno confermato I’importanza di quest’ultimi come i migliori
predittori di diagnosi per le patologie autoimmuni. Verso la fine del XX secolo vennero introdotti due

strumenti metodologici che presto divennero essenziali:

1. La capacita di raccogliere, archiviare, analizzare enormi quantita di dati dei pazienti realmente
positivi.

2. Sviluppo in parallelo di piu test d’analisi dei dati raccolti per poter cosi costruire una corretta
classificazione dei sintomi e delle peculiarita che caratterizzavano ogni paziente affetto da quella
specifica patologia autoimmune. Questo ampliamento del panorama scientifico nel primo decennio
del XXI secolo ha permesso enormi progressi nella previsione delle malattie autoimmuni: la maggior
parte delle patologie infatti si sviluppa per un lungo periodo di tempo in modo silente, tant’¢ vero che
I pazienti vengono classificati come soggetti asintomatici. Inizialmente, in studi di associazione su
tutto il genoma é stato possibile misurare una gamma e un numero crescenti di marcatori genetici di
elevata suscettibilita ereditaria: insieme a una vasta gamma di marker immunologici e biochimici, il
genoma puo indicare che é in corso un processo autoimmune non regolamentato, potenzialmente

distruttivo.

Sfortunatamente, in troppi casi, questi segni biologici non diventano diagnosticamente evidenti fino
a quando non si e verificato un danno irreversibile ai tessuti. Il trattamento della malattia autoimmune
si concentra ancora oggi sulla compensazione o sulla riparazione del danno gia inflitto, cercando cosi

di rendere migliore lo stato di salute futuro per il paziente stesso: un intervento precoce e sicuro basato
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su previsioni affidabili, e la chiave per arrestare l'autoimmunita prima che progredisca in una

condizione irreversibile.

Se associato all'analisi genomica, il miglior biomarcatore fino ad ora conosciuto e il titolo crescente

e I'amplificazione degli autoanticorpi. [14]
Autoanticorpi e il loro significato clinico

Negli ultimi anni si sono scoperti molti degli autoantigeni coinvolti nelle reazioni autoimmuni che
sono per lo pit enzimi citoplasmatici, mitocondriali o nucleari, recettori di membrana od ormoni. E

possibile suddividerli in tre gruppi principali in base alla loro capacita di indurre o meno lesioni:

- Patogenetici: sono correlati alla malattia ed al suo andamento, calano di titolo e scompaiono
con la guarigione o la remissione, se persistono la malattia non guarisce, se si ripresentano la
malattia € recidiva. Sono in grado di indurre la malattia sia in vivo che in vitro, non sono
presenti nei soggetti sani. Tipico esempi sono gli anticorpi anti-recettore del TSH, anti-
recettore periferici dell’insulina, anti-recettore dell’acetilcolina, anti-fattore intrinseco ecc..

- Non patogenetici: sono correlati alla malattia ma il loro titolo ed andamento & indipendente
dall’evoluzione o dall’andamento della malattia stessa € possono essere dimostrati sia prima
della sua comparsa che dopo molti anni dalla sua guarigione clinica; possono essere presenti
in soggetti apparentemente sani senza che questi sviluppino la malattia, non sono in grado di
riprodurla né in vivo né in vitro. Esempi di tali anticorpi sono quelli contro la tireoglobulina,
tireoperossidasi, DNA, gli antigeni nucelo-estraibili, il muscolo liscio, il mitocondrio.

- Epifenomeni: possono formarsi di conseguenza di necrosi tissutali non immunologicamente
mediate (vascolari, batteriche, virali ecc..) sono per lo piu transitori, la malattia in cui si
ritrovano non soddisfa nessun altro dei criteri fondamentali delle malattie autoimmuni. Un
esempio € rappresentato dagli anticorpi anti-muscolatura liscia nelle epatiti e le anti-gamma

globuline nelle infezioni.
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CAPITOLO 2

2.1 Il sistema immunitario e i pathway coinvolti nell’autoimmunita

Le cellule del sistema immunitario derivano da cellule staminali ematopoietiche che si rinnovano
automaticamente e che danno origine a progenitori multipotenti, i quali non sono pit in grado di auto
rinnovarsi [15]. Le citochine ¢ altri segnali presenti nell’ambiente circostante, permettono
I'espressione di diversi modelli di fattori di trascrizione [16] che guidano i progenitori multipotenti
lungo particolari percorsi di differenziazione, portando infine alla generazione di linfociti, cellule
natural killer (NK), cellule dendritiche (DC), neutrofili, eosinofili, basofili, mastociti, monociti,

macrofagi, megacariociti ed eritrociti.

Il sistema immunitario pu0 attivare a seconda della situazione, due tipi di risposte: innata oppure

adattativa (acquisita).

Il primo tipo viene a verificarsi tutte le volte che si viene ad incontrare un antigene mentre la seconda
porta alla formazione di una memoria immunologica portando a risposte quantitativamente e
qualitativamente migliori al successivo incontro con I'antigene. Entrambi i tipi di risposta rilevano
una minaccia utilizzando propri recettori che riconoscono le molecole associate ai patogeni; le
risposte innate mostrano un'ampia specificita basata sul rilevamento di modelli molecolari associati
sia ai patogeni (PAMP) che ai modelli molecolari associati al danno (DAMP) da parte dei recettori
di riconoscimento [17]. Importante & anche il legame che viene a formarsi con la classe di recettori
per il complemento e i recettori Fc di antigeni opsonizzati rivestiti con complemento o anticorpo.
Solo i linfociti, le cellule dedicate della risposta adattativa, presentano recettori antigene-specifici che
consentono un riconoscimento altamente dettagliato nei confronti dei singoli antigeni. Ciascun
linfocita infatti possiede circa 105 recettori antigenici di identica specificita, invece il recettore delle
cellule B (BCR) riconosce strutture (epitopi) sulla superficie dell'antigene nativo; gli epitopi

riconosciuti dal recettore delle cellule T (TCR) sono peptidi piu corti.

I peptidi d’altro canto non sono altro che prodotti dall'elaborazione proteolitica dell'antigene
all'interno delle cellule e vengono presentati ai linfociti T da molecole di superficie cellulare di classe
I e di classe Il del complesso maggiore di istocompatibilita (MHC) altamente polimorfiche. Le
principali molecole umane di classe | sono HLA-A, B e C e la classe Il comprende HLA-DP, DQ e
DR.
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Le cellule della risposta immunitaria innata includono neutrofili, eosinofili, monociti, macrofagi e
DC, che a vari livelli possono agire come cellule fagocitiche, insieme ai basofili non fagocitici,
mastociti e cellule NK. Tutti questi tipi di cellule sono in grado di produrre mediatori infiammatori.
L'individuazione di infezioni o lesioni ai tessuti puo provocare l'attivazione di complessi molecolari
intracellulari denominati inflammasomi, portando alla secrezione di mediatori proinfiammatori come
le citochine interleuchina (IL) -1B e IL-18 [18]. L’ immediata conseguenza di un incontro con
un'entita che si ritiene rappresenti una minaccia, e la generazione di una risposta infiammatoria acuta
in cui le cellule e le molecole del sistema immunitario vengono rapidamente reclutate nel sito dello
stimolo. I mediatori dell'inflammazione e i prodotti microbici provocano una sovraregolazione delle
molecole di adesione sull'endotelio vascolare, allertando cosi le cellule inflammatorie della presenza
di un'infezione locale: I'istamina rilasciata dai mastociti provoca la contrazione della muscolatura
liscia e un aumento del processo locale, innescando la degranulazione dei mastociti e attirando
chemotatticamente i neutrofili. Le citochine chemiotattiche (chemochine) aiutano a guidare i
neutrofili verso il sito dell'infezione [19]. La presenza sulla superficie delle cellule dei neutrofili di
entrambi i recettori Fc per gli anticorpi e i recettori del complemento facilita notevolmente la
fagocitosi se I'antigene & opsonizzato con questi agenti [20]. I microrganismi fagocitati vengono
uccisi all'interno del neutrofilo grazie all’azione di molecole tossiche tra cui anioni superossido,
radicali idrossilici, acido ipocloroso, ossido nitrico, proteasi, defensine e lisozima. Le trappole
extracellulari dei neutrofili (NET) prevengono cosi la diffusione microbica e focalizzano le sostanze
microbicide rilasciate su qualsiasi permeabilita vascolare, facilitando il passaggio dei neutrofili dal
sangue ai tessuti. L'attivazione del sistema del complemento gioca un ruolo fondamentale nel caso di
patogeni non fagocitati nelle immediate vicinanze dei neutrofili [21,22]. Sebbene gli eosinofili siano
in grado di fagocitare i microrganismi, il loro ruolo nella protezione contro le infezioni é forse piu
specializzato verso il rilascio di granuli contenenti proteine cationiche al fine di distruggere i parassiti
extracellulari come gli elminti. Gli eosinofili sono anche coinvolti nella regolazione immunitaria:
secernono il leucotriene C4, fattore di attivazione delle piastrine, e una serie di citochine e possono
essere indotti a esprimere MHC di classe Il e quindi agire come cellule presentanti I'antigene per
I'attivazione delle cellule T [23]. | basofili del sangue e i mastociti tissutali non sono fagocitici e
condividono molte caratteristiche. Diventano sensibilizzati con anticorpi IgE legati ai loro recettori
Fce ad alta affinita (FceRI) e, quando l'antigene reticola le IgE, rilasciano mediatori inflammatori
preformati tra cui istamina, fattore di attivazione piastrinica e molte altre citochine. Vengono rilasciati
anche leucotrieni, prostaglandine e trombossani di nuova sintesi. Nell'uomo sono state descritte due
popolazioni di mastociti, quelle che contengono sia triptasi che chimasi (MCTC) e quelle prive di
chimasi (MCT) [24]. Sono stati proposti numerosi ruoli immunoregolatori per i mastociti, a causa

17



delle particolari citochine e altri mediatori che secernono; macrofagi dei tessuti e i loro precursori
circolanti, i monociti del sangue, possiedono sia recettori Fc che recettori del complemento e
contengono sostanze microbicide simili ai neutrofili. Tuttavia, vivono molto piu a lungo dei neutrofili
e sono in grado di elaborare gli antigeni per la loro presentazione ai linfociti T helper. Un ruolo
aggiuntivo del macrofago é la rimozione delle cellule morte o morenti nei diversi tessuti. Mentre il
danno tissutale associato alla morte cellulare necrotica innesca l'inflammazione, le cellule che
muoiono a causa dell'apoptosi vengono rimosse molto piu silenziosamente. La perdita di simmetria
della membrana €& una caratteristica della morte cellulare per apoptosi ed espone la molecola
fosfatidilserina sulla superficie cellulare, segnando la cellula per fagocitosi da parte dei macrofagi
che esprimono i recettori della fosfatidilserina [25]. | macrofagi sono attori chiave nelle risposte
inflammatorie, rilasciando citochine come IL-1p ¢ TNFa e sono particolarmente caratteristici
dell'infiammazione cronica. Gli insiemi di recettori attivatori e inibitori sono espressi sulle cellule
NK, alle quali consentono di rilevare le cellule che hanno perso o alterato la propria espressione delle
molecole MHC self a seguito di infezione o oncogenesi. Un segnale dominante attraverso i recettori
attivanti portera all'induzione dell'apoptosi nella cellula bersaglio.

Le cellule NK possono anche mediare la citotossicita cellulare dipendente dagli anticorpi (ADCC)
delle cellule bersaglio rivestite con anticorpi e sono una ricca fonte di alcune citochine, in particolare
I'interferone gamma (IFN-y). Quest'ultima attivita conferisce un importante ruolo immunoregolatore
alla cellula NK [26]. Un'interfaccia chiave tra le risposte innate e adattive e fornita dalle DC, una
popolazione eterogenea che include le cellule di Langerhans nella cute: le DC campionano gli
antigeni extracellulari mediante endocitosi e si attivano in una modalita di presentazione dell'antigene
quando i loro precursori, che includono i recettori Toll-like (TLR), i recettori NOD-like (NLR) e vari
tipi di C recettori della lectina, riconoscono PAMP come LPS, mannosio terminale e motivi CpG
microbici (sequenza dinucleotide citosina-guanosina non metilata affiancata da due 50 purine e due
30 pirimidine). Anche DAMP endogeni come l'acido urico e le heat-shock proteins possono attivare
queste cellule. Le DC attivate viaggiano verso il linfonodo drenante dove presentano I'antigene alle
cellule T. Durante la migrazione attraverso le vie linfatiche afferenti, overesprimono le molecole
MHC di classe 1l e i ligandi costimolatori CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) specifici per il CD28 espresso
dalle cellule T [27]. Tale costimolazione é richiesta, insieme all'antigene, per I'attivazione delle cellule
T.

All'interno della DC I'antigene viene trasformato in peptidi corti e quindi espresso sulla superficie
cellulare insieme alle molecole MHC di classe II per la presentazione dell’antigene ai linfociti T

helper CD4" e ai linfociti T regolatori (Treg). Le DC sono anche in grado di cross-presentare gli
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antigeni esogeni trasferendoli nel percorso di elaborazione e presentazione all’ MHC di classe I per
il riconoscimento da parte dei linfociti T CD8" [28]. Al contrario, gli antigeni citoplasmatici possono
subire autofagia ed essere cross-presentati ai linfociti T CD4" dopo presentazione dell’MHC di classe
11 [29]. Le DC possono anche agire per limitare le risposte immunitarie. Le interazioni dei linfociti T
con le DC prive dell'espressione delle molecole costimolatorie CD80 e/o CD86 inducono anergia

(inattivazione funzionale) nella cellula T.

Sebbene le cellule B siano in grado di riconoscere I'antigene senza I'intervento di nessun altro tipo di
cellula, il riconoscimento é piu efficiente se piu copie dell'antigene vengono "presentate™ alla cellula
B sotto forma di immunocomplessi tenuti sulla superficie delle cellule dendritiche follicolari (FDCs)
[30]. Si tratta di un tipo di cellula completamente diverso dalle DC: esse infatti non fanno fagocitosi
e mancano di molecole MHC di classe Il. Inoltre, non sembrano essere derivati dal midollo osseo ma
sembrano derivare da cellule reticolari fibroblastiche nelle aree delle cellule B dei tessuti linfoidi.
Possono presentare immunocomplessi alle cellule B in modo molto efficiente in virtu dei loro

recettori FcyRIIB per i recettori IgG e CR1 e CR2 per il complemento.

Le risposte adattative coinvolgono l'espansione clonale dei linfociti B e T antigene-specifici. |
linfociti B si differenziano in plasmacellule che secernono gli anticorpi antigene-specifici
responsabili dell'eliminazione delle cellule infettate o sopprimono le risposte immunitarie

indesiderate.

Lo sviluppo dei linfociti interessati avviene secondo due distinte modalita: i precursori delle cellule
T migrano dal midollo osseo al timo, sede principale per il loro sviluppo e della loro ricombinazione

con successiva espressione dei geni per TCR [31].

La crescita di cellule T af attiva I'espressione delle molecole di superficie delle cellule CD4 e CDS8
e sono quindi indicate come cellule T "doppie positive”. Questa doppia espressione consente alle
cellule T af di interagire potenzialmente con entrambe le molecole MHC di classe | e MHC di classe
I1. Il CD4 si lega ai residui conservati (non polimorfici) sulla molecola MHC di classe 11, mentre il
CD8 si lega ai residui conservati su MHC di classe I. [32]. Si verifica quindi la selezione positiva e
negativa delle cellule T af; in questa fase relativamente iniziale della loro differenziazione, le cellule
T aff sono programmate per subire I'apoptosi e vengono salvate da questa "morte " predefinita solo
se il loro TCR & in grado di legarsi al MHC self sulle cellule epiteliali timiche. La selezione positiva
garantisce che il TCR aff generato casualmente sia in grado di interagire con le molecole MHC self
(cioe, quelle varianti alleliche del'MHC che sono presenti nell'individuo). Le cellule T perdono
I'espressione di CD4 o CD8 per diventare cellule CD4 o CD8 "singole positive" durante la selezione

positiva. La selezione negativa per delezione clonale nel timo costituisce la tolleranza centrale delle
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cellule T autoreattive. | peptidi sono generati da un numero di autoantigeni limitati agli organi e ai
tessuti espressi ectopicamente nel timo e nei linfonodi periferici sotto il controllo trascrizionale della
proteina del regolatore autoimmune (AIRE) [33]. La selezione negativa, come l'incapacita di essere
selezionati positivamente, si traduce in un'estesa morte delle cellule T all'interno del timo. Le cellule
T che superano con successo questi ostacoli escono dal timo ed entrano nella periferia, un termine
usato per indicare qualsiasi posizione al di fuori degli organi linfoidi primari (midollo osseo e timo).
Queste cellule T aff mature e naive saranno in grado di riconoscere i peptidi estranei presentati
dall’MHC. Generalmente, le cellule T yd, sebbene sorgano anche nel timo, non esprimono né¢ CD4

né CD8 e riconoscono I'antigene direttamente piuttosto che sotto forma di peptide-MHC.

Per quanto riguarda i linfociti B invece € necessario considerare un gruppo di cellule precursori
definite come cellule B1, che si sviluppano precocemente durante I'ontogenesi e spesso esprimono la
molecola di superficie CD5 [34]. Queste cellule secernono anticorpi IgM aventi una affinita variabile
e sono in grado di esibire una poliattivita, cioe la capacita di saper riconoscere diversi antigeni, inclusi
agenti patogeni e autoantigeni comuni. Tali anticorpi sono spesso indicati come anticorpi naturali a
causa della loro esistenza in assenza di un evidente stimolo antigenico. Come i linfociti T, anche i B
sono collettivamente in grado di produrre un numero enorme di differenti regioni variabili sui loro
recettori antigenici. Raggiungono questo obiettivo ricombinando i loci genici delle catene pesanti e
leggere delle immunoglobuline in un processo analogo al riarrangiamento dei geni TCR nelle cellule
T. All'inizio dello sviluppo delle cellule B, le cellule pro-B maturano in cellule pre-B, a quel punto
esprimono RAG-1 e RAG-2. L'espressione di questo pre-BCR sulla cellula B immatura porta alla
segnalazione indipendente dal ligando che guida la differenziazione delle cellule B verso la cellula B
naive matura che coesprime gli anticorpi IgM e IgD convenzionali sulla superficie cellulare [35] .
Quando la cellula pre-B subisce la maturazione, i segmenti del gene della catena leggera
dell'immunoglobulina V (che numero circa 40 per Vk e 30 per VA) e J (di cui ce ne sono cinque per
ogni isotipo della catena leggera) si riorganizzano per produrre una catena leggera k o A . Questa
catena leggera sostituisce la catena leggera surrogata per produrre un BCR IgM maturo sulla
superficie cellulare. L'espressione di RAG-1 e RAG-2 ¢ ora disattivata. Una volta che le cellule B
esprimono un recettore dell'antigene maturo, la loro sopravvivenza e l'ulteriore differenziazione
diventano dipendenti dall'antigene. 1l BCR in questa fase comprende anche anticorpi IgD della stessa
specificita, prodotti dallo splicing alternativo del VDJ riarrangiato ai geni della regione costante Cp
o Co. Dopo il legame al BCR, I'antigene viene endocitato e quindi processato all'interno di endosomi
acidificati per la presentazione da parte del'MHC di classe 11 alle cellule T helper CD41[43]. Oltre a
un ruolo di presentazione dell'antigene, le cellule B secernono una varieta di citochine tra cui IL-10,

IL-12, IL-13, TNFa, TNFB (linfotossina), fattore di crescita trasformante-B (TGFB) e colonia di
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granulociti-macrofagi -fattore stimolante (GMCSF). A seguito di un incontro con l'antigene in
presenza di segnali costimolatori, i linfociti B subiscono cicli di proliferazione e quindi si
differenziano in cellule di memoria o in alternativa in plasmacellule che producono alti livelli di
anticorpi solubili. Molte plasmacellule hanno vita breve, ma altre sopravvivono per lunghi periodi di

tempo, in particolare nel midollo osseo [36] .

2.2 Le cellule Thl7: caratteristica e funzione

Sebbene si pensasse che le cellule Thl fossero i principali driver dell'autoimmunita organo-specifica,
gli animali privi della citochina Th1l IFN-y o altre molecole coinvolte nel percorso di differenziazione
Thl, inclusi IFN-yR ¢ STAT-1, non sono resistenti, ma piu suscettibili a molteplici malattie
autoimmuni tra cui 1’ encefalomielite autoimmune sperimentale (EAE), uveite autoimmune
sperimentale (EAU) e artrite indotta da collagene (CIA) [37,38,39] . Ancora piu sorprendente, i topi
carenti per la catena di IL-12 p35 erano anche piu suscettibili allEAE, mentre la perdita dell'altra
catena di IL-12, p40, rendeva i topi altamente resistenti al'lEAE. Questo enigma e stato risolto quando
e stato dimostrato che p40 non solo si accoppia con p35 per formare 1L-12, ma puo anche accoppiarsi
con un‘altra catena di citochine p19 per formare una nuova citochina chiamata IL-23 [40]. In uno
studio fondamentale, Cua e colleghi hanno dimostrato che la perdita sia di p40 che di p19 (IL-23)
proteggeva gli animali dall'EAE, mentre gli animali carenti di 1L-12-p35, privi di risposte IL-12 e
Th1, rimanevano sensibili allEAE [41,42]. Questi dati hanno fornito le basi per I'ipotesi che I1L-23
piuttosto che IL-12 sia cruciale per lo sviluppo dell'autoimmunita. Successivamente e stato rivelato
che IL-23 é coinvolto nella generazione di un unico sottoinsieme di cellule T, chiamate cellule Th17,
a causa della loro produzione della citochina effettrice IL-17. Sebbene si pensasse che la generazione
di cellule Th17 fosse guidata da IL-23, le cellule T naive non esprimono il recettore per IL-23 (IL-
23R); piuttosto, la differenziazione di Th17 necessita della presenza delle citochine TGF-$ e IL-6
[43,44]. Inoltre, IL-21 induce anche la differenziazione di Th17, in particolare in assenza di IL-6, e
promuove I'auto-amplificazione delle cellule Th17 in un loop feedforward [45,46,47]. Infine, IL-15
puo sinergizzare con IL-6 per indurre la differenziazione delle cellule murine Th17[48] e, insieme a
TGF-p, IL-6 e IL-21, é stata dimostrata essere un fattore critico di differenziazione per le cellule
umane Th17 [49]. Dopo l’interazione con i rispettivi recettori, sia IL-6 che IL-21 inducono la
fosforilazione di STAT3, che e cruciale per una corretta differenziazione di Th17 [50]. I segnali di
IL-6 e TGF-B portano infine all'espressione dei fattori di trascrizione specifici per il legame fra le
Th17/ RORyt e RORa, che transattivano molti geni tra cui IL-17A e IL-17F, IL-23R e la chemochina
Th17-specifica per il recettore CCR6 [51,52] . Inoltre, i fattori di trascrizione IRF4 e BATF mediano
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gli effetti di IL-21 sulla differenziazione e autoamplificazione di Th17 e sono necessari per I'induzione
di RORyt [53,54,55]. Uno studio recente ha dimostrato che BATF e IRF4 si legano in modo
cooperativo al DNA e regolano I'accessibilita della cromatina, consentendo il successivo legame di
pSTAT3 e RORyt e I'avvio del programma trascrizionale specifico per Th17 [56]. Un altro fattore
che é coinvolto in alcuni aspetti della differenziazione e regolazione delle cellule Th17 e c-Maf, che
aumenta sia la produzione di IL-21 nelle cellule Th17, contribuendo cosi all'amplificazione delle
cellule Th17 [57], all’aumento della la produzione di IL-10 e all’inibizione della produzione di IL-
22, modulando cosi le funzioni effettrici Th17 [58]. L'identificazione di RORyt come fattore di
trascrizione specifico di Thl7, ha permesso di confermare che altri fattori di trascrizione deputati
all’espressione per le Th17 (come per esempio T-bet e GATA-3) sono risultati essere superflui per la
differenziazione delle cellule Th17[59]. Inoltre studi recenti che hanno esaminato le reti trascrizionali
indotte durante la differenziazione delle Thl7, hanno dimostrato che i moduli trascrizionali
antagonisti ne promuovono la differenziazione mentre allo stesso tempo sopprimono lo sviluppo di
altri sottoinsiemi di cellule T [60,61].

Le citochine di Thl7, IL-17A e IL-17F, possono formare omo/eterodimeri e sono parzialmente
ridondanti nelle loro funzioni effettrici. Producono un certo tipo di trascrizione del segnale attraverso
un complesso recettoriale composto da IL-17RA e IL-17RC, che & espresso sia sulle cellule
ematopoietiche che non.

La segnalazione del recettore IL-17 induce la produzione di citochine e chemochine
proinfiammatorie, tra cui IL-6, IL-1, TNF, CXCL1, CCL20, GCP-2 e IL-8, nonché peptidi
antimicrobici e matrici di metalloproteasi. Pertanto, le cellule Th17 promuovono I'infiammazione dei
tessuti e il reclutamento dei neutrofili (Bettelli et al., 2008). Le cellule Th17 sono importanti per la
difesa dell'ospite contro una varieta di agenti patogeni, in particolare batteri come Citrobacter spp,
Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus, nonché miceti come Candida albicans [59].
Nell'uomo, il ruolo critico delle Th17 e di IL-17 nella difesa dell'ospite € evidente nella suscettibilita
dei pazienti con difetti genetici nei geni IL17RA, IL17F o STATS3 alle infezioni da C. albicans e S.
aureus [62]. A parte la difesa dell'ospite, le cellule Thl7 sono state principalmente associate
all'inflammazione dei tessuti autoimmuni. Pertanto, livelli elevati di 1L-17 sono stati rilevati in
diverse malattie autoimmuni tra cui la sclerosi multipla (SM) [63], artrite reumatoide (RA) e psoriasi.
In EAE, il trattamento con anticorpi neutralizzanti IL-17 ha indotto dei miglioramenti e animali
carenti di IL-17 hanno sviluppato forme di EAE attenuate [64,65]. Inoltre, le terapie mirate alle cellule
Th17 o alle citochine effettrici Th17 negli esseri umani hanno dato risultati positivi poiché 1’uso di

un anticorpo umano anti-p40, migliorava le condizioni cliniche sia nella malattia di Crohn che nella
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psoriasi [66] e, gli anti-anticorpi IL-17A si sono dimostrati efficaci nel trattamento di psoriasi, RA e
uveite [67]. Questi studi hanno stabilito I'importanza delle cellule Th17 come bersaglio terapeutico

in diverse malattie autoimmuni umane.

2.3 Relazione tra cellule Th17 e cellule Treg

L'esposizione di linfociti T naive al TGF-§ porta all'espressione del fattore di trascrizione Foxp3 e
alla differenziazione in cellule T regolatorie immunosoppressive (Treg). Tuttavia, in combinazione
con la citochina proinfiammatoria IL-6, TGF-B induce la produzione di RORyt nonche la
differenziazione delle Th17 [68,69]. La base molecolare per la relazione reciproca tra le cellule Treg
e Thl7 risiede nella capacita di RORyt / RORa e Foxp3 di legarsi fisicamente tra loro e di
antagonizzare la funzione reciproca [70,71]. Pertanto, & stato dimostrato che molti fattori hanno effetti
opposti sulle cellule Treg e Th17 e modulano le risposte immunitarie spostando l'equilibrio tra le
cellule Treg e Th17. Ad esempio, IL-2 agisce come fattore di crescita per le Treg mentre inibisce la
differenziazione delle cellule Th17, mentre IL-21 amplifica le risposte Th17, ma inibisce I'espansione
della Treg [72]. Studi recenti hanno riportato che Hif-1a, un sensore metabolico di ipossia, migliora
la differenziazione di Th17 a livello trascrizionale, attenuando contemporaneamente lo sviluppo di
Treg [73,74]. E importante sottolineare che la relazione reciproca tra cellule Th17 e Treg offre
interessanti opportunita per interventi terapeutici nell'autoimmunita, poiché le terapie future

potrebbero essere in grado di indebolire contemporaneamente Th17 e rafforzare le risposte Treg.

2.4 Ruolo delle Th17 nell’intestino

In condizioni non patologiche, esiste una popolazione di cellule Th17 nell'intestino tenue, il cui
compito e quello di proteggere I'organismo dalle infezioni. La differenziazione delle cellule Th17
nell'intestino € innescata da parte di alcuni microrganismi commensali, in particolare da batteri
filamentosi segmentati. Tuttavia, se non controllate, le cellule Th17 nell'intestino possono indurre
un'inflammazione dei tessuti autoimmuni sia direttamente nell'intestino [75] che in organi periferici.
Infatti, studi recenti hanno dimostrato che la differenziazione delle Th17 innescata nell'intestino dai
commensali puo promuovere l'inflammazione dei tessuti autoimmuni nel SNC durante I'EAE e nelle
articolazioni durante RA [76,77]. Questi dati suggeriscono che fattori ambientali, come la dieta,
possono influenzare la differenziazione del Th17 nell'intestino sia direttamente, sia modulando la
composizione del microbiota e quindi aumentare la suscettibilita nei confronti delle malattie

autoimmuni. A sostegno di questa ipotesi, due studi recenti hanno dimostrato che una dieta ricca di
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sale aumenta la differenziazione di Th17 nell'intestino ed esacerba lo sviluppo di infiammazione dei
tessuti autoimmuni durante I'EAE [78,79]. E importante sottolineare che la forte connessione delle
cellule Th17 con l'intestino offre anche interessanti opportunita terapeutiche, poiché potrebbe essere
possibile manipolare il fenotipo effettore delle cellule Th17 e ridurre la loro patogenicita per mezzo
di terapie adeguate. In effetti, uno studio recente ha suggerito che le cellule Th17 proinfiammatorie
possono essere reindirizzate all'intestino e tollerate [80,81]. Un approccio simile potrebbe

potenzialmente essere utile nella terapia per le malattie autoimmuni umane.

2.5 Le cellule Tfh

Le risposte anticorpali cellulo-dipendenti si verificano nei centri germinativi (GC) dei follicoli
linfoidi e richiedono l'interazione tra le cellule B antigene-specifiche e le cellule Th. Prove recenti
suggeriscono che questa interazione sia mediata da un sottoinsieme Th distinto, quello delle cellule
T helper follicolari (Tfh). Queste cellule Tfh vengono attivate dall'antigene nella zona delle cellule T
dei tessuti linfoidi e quindi migrano specificamente verso la periferia dei follicoli per incontrare le
cellule B specifiche dell'antigene che sono migrate in questa posizione [82].

Mentre altri sottoinsiemi T helper producono anche IL-21, la quantita di IL-21 prodotta dalle cellule
Tfh e di gran lunga maggiore rispetto alle cellule Thl e Th2 . Le risposte immunitarie che guidano la
differenziazione di altri sottoinsiemi TH possono anche dare origine a sottotipi distinti di cellule Tfh
[82,83]. Ad esempio, € stato dimostrato che le cellule Thl e Th2 generate in vitro si sviluppano in
cellule Tfh dopo il trasferimento adottivo. Coerentemente con I'importante ruolo delle citochine nella
regolazione della commutazione dell'isotipo, le cellule Tth possono secernere IFN-y, 1L-4 e IL-17,
sebbene a livelli inferiori rispetto alle cellule Thl, Th2 o Th17 convenzionali. Pertanto, durante le
prime fasi dello sviluppo delle cellule Tfh, alcune cellule potrebbero aver sovraregolato CXCR5 ma
non ancora attivato Bcl6[84]. Tuttavia, con l'ingresso nel follicolo e con Il'interazione con le cellule
B, I'espressione di Bcl6 aumenta e I'impegno del legame con le Tth si stabilizza, commisurato alla
sottoregolazione dei geni associati Thl, Th2 e Th17. Pertanto, la capacita di altri sottoinsiemi Th di
dare origine a cellule Tfth & probabilmente cruciale per coordinare in modo appropriato le risposte
immunitarie umorali e cellulari [84]. Collettivamente, le cellule Tfh sono emerse come un
sottoinsieme di T helper distinto che fornisce un aiuto fondamentale alle cellule B e regola le reazioni
GC e, di conseguenza, controlla le risposte immunitarie umorali. Numerose malattie autoimmuni sono
caratterizzate dalla presenza di autoanticorpi autoreattivi. E stato suggerito che i GC possono guidare
la generazione patogena di autoanticorpi. In modelli animali per LES, ad esempio, la generazione

spontanea di GC & correlata con una maggiore concentrazione sierica di autoanticorpi [85]. E stato
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dimostrato che l'aiuto cognitivo delle cellule Tfh promuove la sopravvivenza, I'espansione e la
differenziazione delle cellule B autoreattive, che alla fine hanno portato alla produzione di
autoanticorpi e promosso danni ai tessuti [86]. Inoltre, e stato dimostrato che la funzione aberrante
delle cellule Tfh promuove lo sviluppo di malattie in modelli animali di SLE e RA ed e caratterizzata
da espansione GC, aumento di IL-21 e espansione delle cellule Tth in siti extra-follicolari [86]. Nelle
malattie autoimmuni umane, € stato osservato che I'espansione delle cellule Tfh circolanti in pazienti
con dermatomiosite giovanile, AR, LES e sindrome di Sjo gren é fortemente correlata con I'aumento
dei plasmablasti e delle concentrazioni sieriche di anticorpi anti-dsSDNA e antinucleari [86,87,88].
Queste osservazioni sono altamente indicative del ruolo che le cellule TFH aberranti possono svolgere

nella patogenesi dell'autoimmunita.
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CAPITOLO 3

3.1 L’ IL-21: struttura e funzione

L'IL-21 e il suo recettore IL-21R sono stati evidenziati per la prima volta negli anni 2000 [45-47, 50,
53-55, 57, 58]. Studi successivi hanno permesso di comprendere meglio le sue azioni dal punto di
vista biologico e sui meccanismi molecolari che controllano le risposte cellulari mediate dall’IL-21
stessa: questo ha permesso di approfondire ulteriormente il suo ruolo chiave, dando cosi avvio ad una

serie di trial clinici per diverse patologie.

L’IL-21 ¢ una citochina con ampie azioni pleiotropiche che va ad influenzare una varieta di cellule
immunitarie a seconda del tipo e del loro stadio di sviluppo; svolge un ruolo importante nella
differenziazione e nella segnalazione di eventi sia del sistema immunitario innato che di quello
adattativo e, non solo ha ruoli chiave nelle risposte antitumorali e antivirali, ma esercita anche
un’azione sulle risposte infiammatorie che promuovono lo sviluppo di malattie autoimmuni e disturbi
infiammatori. Numerosi studi in vivo, hanno dimostrato che il potenziamento o [l'inibizione
dell'azione da parte dell’TL-21, pu0 avere effetti terapeutici positivi su un'ampia gamma di malattie e

per questo sono attualmente in corso vari studi clinici per il potenziamento di nuovi trial.

Dal punto di vista immunologico, I’IL-21 & coinvolta nei meccanismi di differenziazione per i linfociti
T, le cellule Natural killer (NK) dove l'attivazione delle stesse da parte dell ’IL-21 induce la secrezione
di varie citochine pro-inflammatorie e ne va ad aumentare la loro citotossicita naturale contro le
cellule tumorali. Questa citochina dunque presenta una funzione di efficace agente antitumorale,
infatti secondo alcuni dati piuttosto significativi derivanti da studi preclinici e clinici, é stato stabilito
che I'lL-21 possa svolgere un ruolo importante nella terapia antitumorale. L efficacia di tali agenti

antitumorali potrebbe essere potenziati dalla combinazione con anticorpi monoclonali terapeutici.

Allo stesso tempo ['IL-21 agisce su altre popolazioni cellulari: inibisce [ attivazione e la maturazione
delle cellule dendritiche (DC), promuove gli stadi della differenziazione cellulare dei linfociti B e,

per mezzo di meccanismi di induzione porta all’avanzamento dell’apoptosi [89].

L’ IL-21 é una citochina composta da una struttura a quattro gruppi a-elicoidali dove un segmento
della molecola che implica il dominio C, e coinvolto nel legame con il recettore. 1l gene specifico
per I’IL-21 é stato identificato a livello della regione 4q26-q27 ed e distante 180 kb dal gene dell’IL-
2: a tal proposito € stata trovata una somiglianza a livello della struttura degli esoni e degli introni dei
corrispettivi geni dell’IL-21 e dell’IL-2. Vicinanza e somiglianza tenderebbero quindi a suggerire che
i due geni potrebbero nascere da un meccanismo di duplicazione [90].
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Il recettore di 1L-21 (IL-21R) é stato scoperto per mezzo di tecniche di sequenziamento genomico
basato su sequenziamento expressed tag (EST) e classificato inizialmente come un nuovo recettore
"orfano™ di citochina di tipo I. Contiene quattro residui di cisteina conservati, un motivo Trp-Ser-X-
Trp-Ser (dove X indica un amminoacido) e un amminoacido sequenza piu simile a quella della catena
S del recettore IL-26. 1l gene che codifica per IL-21R si trova sul cromosoma umano 16,
immediatamente a valle del gene che codifica IL-4. La stessa IL-21 ¢ stata identificata mediante
clonazione di espressione ed & molto simile a IL-2, IL-4 e IL-15, citochine che, insieme a IL-7 e IL-

9, legano i recettori che contengono yc come componente recettore cruciale [91,92].

A sostenere questa teoria,l’ uso di diverse linee cellulari in sperimentazione ha evidenziato come
I’IL-21 e I’IL-4 umane vadano a legarsi ad epitopi di yc parzialmente sovrapposti [93] . La
formazione di un complesso ternario tra yc ¢ IL-21 / IL-21R immobilizzata ha prodotto un‘apparente
costante di dissociazione di 160 nmol / L, un'affinita di legame 25 volte superiore a quella osservata
tra IL-4 e l'ectodominio IL-4Ro in condizioni simili. La segnalazione alterata di IL-21R ¢ stata
recentemente collegata a deficit di sviluppo e di natura funzionale all’interno di compartimenti
linfoidi in pazienti XSCID con deficit di yc: una segnalazione difettosa mediata da IL-21 stessa
contribuisce ad un non corretto sviluppo degli organi linfoidi e / 0 alla non corretta trasduzione del
segnale da parte dei linfociti stessi: i linfociti B di questi pazienti mostrano profondi difetti nella
funzione dei linfociti B, in parte a causa della loro incapacita di passare alla classe di isotipo da IgM
a lgG. (Fig.4)

27



IL—Z-;R\]

(

* Proliferazione CellulaT * Proliferazionedella « EffettisullaCellulaT, * SviluppodellaCellulaTin
* Morte cellulare indotta CellulaB CelluleNK e Cellule B Umanie Topi
dagli Antigeni * SviluppodellaCellulaTy2 * SviluppodellaCellulaB
* Attivita Citolitica delle * ScambiodiClasse degli neiTopi
CellulaNK Anticorpi * SviluppodellaCellulaT
* Proliferazione delle * Proliferazione della dellamemoriaCD4%e
CellulaTgeg CellulaT CD6*
* Cofattoreperla

differenziazione delle
CellulaTy2

Fig.4: Struttura e funzionalita dell’TL-21 e del suo corrispettivo recettore sull’attivita e lo sviluppo delle
cellueBeT

IL-21 attiva le tirosin chinasi della proteina della famiglia JAK, JAK1 e JAK3, con JAK1 che va a
legarsi IL-21R e JAK3 che lega yc [94]. Queste chinasi mediano I'attivazione dipendente da IL-21
della trasduzione del segnale, e svolgono il ruolo di attivatore nella trascrizione di STAT1 e STAT3
e, in misura minore, STAT5A e STAT5B[95,96,97,98]. E interessante notare che allo stesso tempo
anche IL-2, IL-7, IL-9 e IL-15 attivano STAT5A e STAT5B [99,100];, mentre IL-4 attiva
principalmente STAT6 [101,102]. Cio rende IL-21 distintiva tra le citochine yc-dipendenti in termini
di attivazione dominante di STAT1 e STAT3, sebbene l'attivazione di STAT1 e STAT3 non sia
esclusiva di IL-21: ad esempio, IL-2 attiva anche queste STAT17. Sia STAT1 che STAT3 possono
avere effetti opposti sulle vie apoptotiche, con STAT1 che promuove I'apoptosi [103,104] e STAT3

che promuove I'oncogenesi[105,106].
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La rilevanza di questa attivazione selettiva di STAT1 e STATS3 per la regolazione specifica del tipo
di cellula e del segnale da parte di IL-21 resta ancora pero da determinare. Altre vie di segnalazione

utilizzate da IL-21 oltre alla via JAK-STAT non sono ancora ben caratterizzate. (Fig.5)
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Fig.5: Vie di segnalazione per il recettore IL-21 (IL-21R).

Dopo l'associazione 1L-21, Jak1 e Jak3, che interagiscono con IL-21R e yc, ne permettono I’attivazione con
successivamente I’evolversi della fosforilazione di Stat3 e Statl (piu debole ¢ invece quella di Stat5). Questo
porta alla dimerizzazione di STAT e alla traslocazione nel nucleo, con successivo legame con gli elementi
regolatori del gene bersaglio. Una tirosina critica presente nel dominio citoplasmatico per il IL-21R ¢ Y510,
principale responsabile dell'aggancio di Statl e Stat3. Inoltre, il legame del ligando all'lL-21R puo portare
all'attivazione della MAP chinasi (MAPK) e delle vie PI 3-chinasi (Pl 3-K). | geni bersaglio attivati da 1L-21
sono stati identificati, ma il coinvolgimento di ciascuna di queste vie di segnalazione nella regolazione di
questi geni resta ancora da chiarire.

IL-21 é prodotta principalmente dalle cellule T CD4" . L'IL-21R & espresso preferenzialmente da
cellule T, cellule B, cellule NK, alcune popolazioni di cellule mieloidi e cheratinociti [107,108]. Nella
via di sviluppo del timo, I’IL-21R & assente a livello delle cellule immature come CD4 e CD8"

(doppio negativo), mentre e espresso dai timociti CD4"CD8" (doppio positivo) e il suo livello di
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espressione aumenta ulteriormente in CD4* e CD8" (singolo positivo) nei timociti. Sebbene questo
modello di espressione potrebbe indicare un ruolo per IL-21 nello sviluppo timico, I’IL-21R €
espresso anche dalle cellule T CD4* e CD8" spleniche naive situate sulla superficie delle cellule T di
memoria CD8 + . Inoltre, uno studio, ha indicato che IL-21 influenzi lo sviluppo di sottoinsiemi di
cellule della memoria di classse T yd [109]. Studi successivi hanno dimostrato che le cellule Tfh,
Th17 e le Treg sono le fonti principali per la produzione di questa citochina. E stato inoltre scoperto
I’esistenza di una sotto popolazione delle cellule T CD4" che produce 1’IL-21: questo piccolo gruppo
caratterizzato da PD-1" CXCR5 — esprimente ICOS, CXCL13 e MAF , prende il nome di cellule T

Helper periferiche (Tph) e si trovano principalmente all’interno dei siti infiammatori.

L’ IL-21 quindi non ¢ altro che il risultato finale derivante dall’attivita di queste cellule ma allo stesso
tempo é possibile osservare il suo ruolo di citochina nello sviluppo e successivamente nell’andamento
delle risposte immunitarie di natura umorale e cellulare, vedi per esempio 1’aumento della
proliferazione delle cellule linfoidi, la citotossicita dei linfociti T CD8+, la funzione delle cellule NK,
il cambio di classe delle immunoglobuline e la differenziazione delle cellule B in plasmacellule.
Sebbene le cellule Tfh secernino IL-21, lo sviluppo iniziale di queste cellule, é basato dalla

stimolazione data dalla citochina stessa [110].

Le cellule Th17 producono ¢ allo stesso tempo sono regolate dall’IL-21: possiamo quindi affermare
che questa citochina & autocrina per le cellule Tfh e Th17. Tramite la co-stimolazione con anti-CD3,
I’IL-21, promuove 1’espansione delle cellule B mature, la funzione di produzione di globuline e co-
stimolazione in risposta all'attivazione indotta da CD40 ma allo stesso tempo pu6 cambiare il suo
ruolo, diventando cosi un regolatore indiretto per la generazione, differenziazione, maturazione ed

apoptosi delle cellule B attraverso segnali co-stimolatori specifici [111].

L’IL-21 inoltre puo sopprimere ’attivazione e la maturazione della funzione presentante 1’antigene
da parte delle cellule dendritiche (DC), indurre I’apoptosi anche nelle NK e sospendere o ridurre la

generazione delle cellule B con anti-IgM e stimolazione per la produzione dell’IL-4.

Tali effetti pleiotropici presenti sia nell’andamento della risposta immunitaria umorale che innata,
evidenziano che 1’IL-21 svolge un ruolo chiave nella fisiologia delle cellule T e delle cellule B con
relativa produzione di anticorpi. Risulta quindi essere un protagonista chiave nel network immunitario
e potrebbe essere un futuro target terapeutico per il trattamento di specifiche patologie autoimmuni o
un fattore eziologico per le stesse che coinvolgono le cellule B e la produzione di autoanticorpi [112].
Sia nelle linee delle cellule T che in quelle delle cellule B, i livelli di mRNA che codificano per IL-

21R sono sovraregolati dal legame dei recettori dell'antigene, nonché dalla segnalazione attraverso i
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recettori Toll-like nel caso delle cellule B [107]. L'espressione di IL-21R é regolata anche da alcune
citochine quali I'interferone-o (IFN-a) che riduce i livelli di mRNA di IL21R nelle cellule T e nelle
cellule NK [113], mentre IL-21 aumenta i livelli di mRNA di IL21R nelle cellule T. Cio0 indica che,
mentre IL-21 puo sovraregolare le risposte a se stesso da cellule T, cellule presentanti I'antigene che
producono IFN-a potrebbero sottoregolare le risposte a IL-21 da parte delle cellule T e NK. A tal
proposito sono stati esaminati diversi sottoinsiemi delle cellule T helper per valutare 1’espressione di
IL-21: quest’ultimi perd hanno mostrato risultati parzialmente contrastanti. In primo luogo, 1'analisi
DNA microarray dell'espressione di IL21 da parte delle cellule TH1 e TH2 del sangue periferico
umano ha mostrato mMRNA di IL21 solo nelle cellule TH1, mentre 1’analisi dell’ mRNA di IL21 in
una popolazione di cellule T CD4* follicolari, che hanno il compito di sostenere le cellule B, non
hanno evidenziato un fenotipo simile a quello delle cellule Thl o Th2. Studi in vivo su cellule T

CD4+ polarizzate, hanno dimostrato che 'mRNA di IL-21 era espresso solo dalle cellule TH2.

Sebbene sia necessario approfondire ulteriormente questo campo d’analisi, i dati attuali indicano
nell’insieme che 1’ IL-21 puo essere prodotta sia da cellule Th1l che Th2, nonché da cellule T CD4 +

follicolari e, che la produzione di IL-21 ¢ influenzata, in parte, dall’ambiente specifico circostante.

La regione regolatrice 5’ del gene che codifica per IL-21 é stata parzialmente caratterizzata e, sono
stati identificati i siti di legame per il fattore di trascrizione, fattore nucleare delle cellule T attivate
(NFAT). Contrariamente all’IL-2, I’espressione di IL-21 pu0 essere indotta nei linfociti T pre-attivati
mediante I’aggiunta di solo ionoforo di calcio, mentre 1’espressione di IL-2 richiede sia ionoforo di
calcio che un segnale della protein chinasi C, indicando in questo modo 1’esistenza di requisiti diversi

per la manifestazione di quei geni specifici che codificano per citochine yc-dipendenti [114]

3.2 11 ruolo dell’TL-21 nelle cellule T

L'IL-21 sembra essere un fattore chiave per la maturazione delle risposte immunitarie adattative delle
cellule T. Prodotta dalle cellule T CD4+, in particolare dai sottoinsiemi di cellule Thl, Th2 e Thl7,
nonché dalle cellule NK. In generale, I'lL-21 pud essere descritta come una molecola co-stimolatrice
delle cellule T. L'IL-21R ¢ presente sia sui linfociti T CD4" che su quelli CD8" [115]. Il trattamento

dei linfociti T CD4" naive con IL-21 down-regola la produzione di IFN-y senza influenzare la
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produzione di altre citochine Thl [113]. Stimolazione dei linfociti T CD8+ con IFN- a ¢ IL-21
innesca una maggiore attivazione di STAT3. Questa costimolazione permette anche un aumento
selettivo di espressione MHC di classe |, NK e delle cellule T CD8+ [116].

Sebbene IL-21R sia espressa a livelli equivalenti dalle cellule T CD4" e CD8* [107], la capacita
dell'lL-21 di co-stimolare la proliferazione dei timociti e dei linfociti T periferici attivati con
I'anticorpo CD3-specifico [105] é principalmente applicabile alle cellule T CD8", con cellule T CD4*
naive che mostrano una scarsa proliferazione[117]. | topi IL21R - / - hanno dimostrato di avere un
numero normale di cellule T CD4" sia nel timo che negli organi linfoidi periferici. Tuttavia, un gruppo
di ricerca ha scoperto che, durante la polarizzazione verso le cellule Thl, I'aggiunta di IL-21 potrebbe
ridurre la produzione di IFN-y senza influire sulla produzione di altre citochine Thl (come il fattore
di necrosi tumorale, linfotossina-a e 1L-2) o espressione del fattore di trascrizione specifico delle
cellule Thl, T-bet [128], ma che IL-21 non ha avuto alcun effetto inibitorio comparabile sulle cellule
Th1 completamente polarizzate. Al contrario, un altro studio ha mostrato che I1L-21 potrebbe indurre
I'espressione di diversi geni coinvolti nelle risposte delle cellule Thl, inclusi quelli che codificano
IFN-y, la catena B del recettore IL-12 e T-bet . Quindi, il ruolo dell'lL-21, se presente, nella
produzione di citochine Thl rimane poco chiaro e potrebbe dipendere dal particolare sistema

sperimentale.

IL-21 svolge anche un ruolo importante nella regolazione dello sviluppo di Th17: quest’ultime sono
moderate dalla sovra-regolazione dell'lL-23R indotta da IL-21 stessa. L'IL-23 é importante nello
sviluppo delle cellule Th17, ma il suo recettore non e espresso sui linfociti T naive [118] , pertanto,
I'induzione di IL-23R mediata da IL-21 pu0 essere fondamentale per lo sviluppo e la differenziazione
delle Th17. IL-21 € anche coinvolto nella regolazione dello sviluppo di un altro sottoinsieme di cellule
T note come cellule T regolatorie (Treg). Le Treg sono CD4 + CD25 + sottoinsieme di cellule T che
sopprime la risposta immunitaria di altre cellule. L'attivazione del recettore delle cellule T (TCR)

stimola la sovra-regolazione dell'lL-21R sulle cellule Treg naive. (Fig.7)

3.3 IL-21 e la sua interazione con le CD8+

L'IL-21 e prodotta dalle cellule T CD4+ ma ha un ruolo considerevole nella regolazione della
proliferazione e dell'attivita delle cellule T CD8" naive e di memoria. La sopravvivenza e l'espansione
clonale omeostatica delle cellule T CD8" naive e di memoria sono ben note per essere regolate in

modo positivo da segnali mediati da IL-7 e IL-15 [119,120,121]. Recentemente, € stato scoperto che
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IL-21 ha un marcato effetto sinergico sulla proliferazione in vitro delle cellule T CD8+ quando
combinato con IL-7 o IL-15 [117] ma da solo ha avuto scarso effetto. IL-21 e IL-15 inducono
sinergicamente la proliferazione di cellule T CD8* naive (CD44low) e di memoria (CD44"9"),
indicando che IL-21 ha un ruolo sia nell'inizio che nel mantenimento della risposta delle cellule T
CD8". Questa combinazione di citochine puo aumentare il numero di cellule T CD8* che producono
IFN-y, dimostrando cosi un effetto cooperativo non solo sull'espansione clonale ma anche sulla
funzione effettrice. Infatti, I'attivita citotossica delle cellule T CD8" attivate dall’ antigene in vitro &

stata indotta al massimo dalla combinazione di IL-21 e IL-15.

3.4 1L-21e NK

L'IL-21 ha mostrato effetti di natura sia positiva che negativa sulle cellule Natural Killer (NK): i tipi
di risposta che si vengono a manifestare sembrano variare sia per lo stadio di maturazione delle cellule
stesse, sia per la concentrazione dei fattori co-stimolanti. I meccanismi di crescita e sviluppo di queste
cellule dipendono anche dall'attivita svolta dalle yc-citochine dipendenti, € stato infatti dimostrato
attraverso studi su specifici modelli murini che, la mancanza o carenza di citochine yc dipendenti,

venivano a mancare di produzione di cellule NK allo stadio maturo [122].

Studi in vitro caratterizzanti la possibile correlazione tra IL-21 e cellule NK, hanno mostrato una
gamma di risposte che indicano un ruolo potenzialmente importante e complesso da parte di questa

citochina nella risposta immunitaria innata.

Va notato che gli effetti riportati dall’ IL-21 sulle cellule NK sembrano variare a seconda della specie,
dello stato di attivazione o dello stadio di maturazione delle cellule, nonché della relativa
concentrazione di IL-21 (e fattori co-stimolatori) utilizzati in ciascuno studio. Ad esempio, i saggi in
vitro suggeriscono un ruolo dell'lL-21 nell'espansione di cellule umane mature CD16" , CD56"+, NK
da cellule progenitrici ematopoietiche del midollo osseo in sinergia con IL-15 [123]. L'effetto piu
drammatico in questo sistema di co-coltura é lI'influenza di IL-21 sulla maturazione delle cellule NK:
essa infatti promuove un notevole aumento della risposta citotossica di questa popolazione rispetto

alle cellule CD16", CD56", che si sviluppano solo dopo I'esposizione ad IL-15.

Inoltre, 1L-21, come IL-2 o IL-15, puo stimolare I'attivita citolitica delle cellule NK umane periferiche
mature e, in sinergia con IL-15 o IL-18, aumenta la produzione di IFN-y nelle cellule primarie umane
di NK. Contrariamente a questi ruoli co-stimolatori nella fisiologia delle cellule NK umane, Kasaian
et al. hanno dimostrato che 1L-21 inibisce I'espansione mediata da IL-2 o IL-15 delle cellule NK
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murine naive e migliora la funzione effettrice solo dopo la preattivazione di cellule NK in vivo con
poli I: C o in vitro con IL-15. In queste condizioni, la restimolazione con IL-15, IL-21 o la loro
combinazione ha aumentato notevolmente la citotossicita delle cellule NK e ha determinato livelli
elevati di produzione di IFN-y con o senza co-stimolazione di IL-12 [124]. E interessante notare che
la risposta potenziata dell'effettore a 1L-21 o IL15 piu IL-21 e stata accompagnata da una forte
riduzione della vitalita cellulare, mentre il trattamento con IL-15 da solo ha prolungato la
sopravvivenza. Pertanto, in questo contesto, IL-21 promuove l'attivazione funzionale ma non riesce
a sostenere la vitalita e antagonizza I'effetto di sopravvivenza dell'lL-15 sulle cellule NK murine
attivate. Insieme alla capacita dell'IL-21 di aumentare la funzione delle cellule T antigene-specifiche,
Kasaian et al hanno interpretato I'inibizione indotta da IL-21 dell'espansione delle cellule NK a riposo
e la sopravvivenza delle cellule NK attivate come un possibile meccanismo per limitare la loro
partecipazione continua nella risposta immunitaria dell'ospite quando il sistema adattivo si attiva.
Pertanto, come prodotto delle cellule T CD4+ attivate, IL-21 potrebbe servire a facilitare la
transizione tra immunita innata e adattativa, migliorando notevolmente i meccanismi effettori delle
cellule T e delle cellule NK attivate [122].

3.5 Ruolo di IL-21 nella funzione delle cellule B.

Per quanto riguarda i linfociti B, I’'IL-21 ha degli effetti sulla differenziazione e la produzione degli
anticorpi. Tali effetti sono dovuti dalla natura del segnale co-stimolatorio coinvolto: fra questi per
esempio e importante la natura del legame che si viene a creare con il recettore di superficie CD40
che a sua volta, dal punto di vista fisiologico, ¢ mediato dall’espressione del ligando CD40 espresso
sui linfociti T attivati; il tipo di segnalazione che viene a crearsi, avviene per mezzo di specifici

recettori implicati nel riconoscimento dei patogeni, i Toll-like receptor (TLR).

Quindi I’IL-21 aumenta la proliferazione delle cellule B per mezzo del suo legame con CD40 ma allo
stesso tempo ¢ possibile evidenziare una sua implicazione nell’apoptosi e nell’inibizione della
proliferazione guidata dagli agonisti TLR-4 o TLR-9 o dalla stimolazione con il recettore di superficie
cellulare anti-IgM. Nei linfociti B a riposo (naive) e nella leucemia linfocitica cronica a cellule B, la
segnalazione di IL-21R é associata a uno spostamento verso segnali pro-apoptotici: tale effetto e
mediato sia dalla sotto regolazione dei mediatori anti-apoptotici come Bcl-XL sia dalla sovra-
regolazione dei fattori pro-apoptotici tra cui Blim, JunD / proteina attivatrice-1 e Bcl-6; attivazione
di caspasi-3 e caspasi-8 e una maggiore scissione di Bid, poli (ADP-ribosio) polimerasi e p27Kip-1.

Si ¢ visto in esperimenti in vitro che I’IL-21 promuove la differenziazione delle plasmacellule
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attraverso una maggiore espressione di Blimp-1 ma non induce ipermutazione somatica. Presi insieme
questi dati, indicano che IL-21 svolge un ruolo fisiologico chiave nel promuovere le risposte
immunitarie umorali mediate dalle cellule T e la maturazione delle cellule B in plasmacellule primarie
che producono anticorpi. Queste proprieta di IL-21 suggeriscono che potrebbe anche essere un fattore
eziologico in molteplici malattie autoimmuni che coinvolgono le cellule B e la produzione di
autoanticorpi [125,99] (Fig.6).

3.6 IL-21 inibisce la maturazione e la funzione delle cellule dendritiche (DC)

Le DC sono cellule mieloidi periferiche che hanno la capacita di riconoscere i componenti microbici
attraverso i recettori di superficie, compiono successivamente I’endocitosi dei patogeni stessi e quindi
subiscono la maturazione in risposta ad alcuni di questi componenti microbici. Successivamente a
questa maturazione, le DC migrano verso gli organi linfoidi, dove svolgono la funzione di cellule

presentanti I'antigene per le cellule T.

I1 ruolo dell’ IL-21 nella modulazione della proliferazione e/o della differenziazione delle cellule
mieloidi deriva dall'osservazione in alcuni esperimenti in modelli murini, dove I'iniezione di un
plasmide codificante 1L-21 in topi WT ha portato ad un aumento del numero di cellule sia CD11b*
che Grl™ nella periferia [126]. Sebbene la maggior parte degli effetti di IL-21 su le cellule linfoidi
sono di natura stimolatoria, coinvolgendo quindi una maggiore proliferazione o funzione effettrice, a
livello delle DC gli effetti sono in gran parte inibitori. Le DC possono essere generate ed espanse in
vitro coltivando cellule precursori del midollo osseo con GM-CSF. Quando le cellule DC vengono
espanse e trattate con IL-21 o IL-15, vengono a svilupparsi differenze ben evidenti sia a livello
fenotipico che funzionale. Sebbene le DC trattate con IL-15 si comportano come cellule mature e
presentanti I'antigene , dato osservato sia nei saggi in vitro che in sperimentazioni fatte in vivo, le DC
trattate con IL-21 mantengono un fenotipo immaturo caratterizzato da una bassa espressione di MHC
di classe 11 accompagnato da un aumento dell'assorbimento dell'antigene e da un'espressione di basso
livello del recettore CC-chemochina 7 (CCR7) [127].

IL-21 pud anche esercitare effetti pro-infiammatori sulle risposte immunitarie attraverso l'induzione
nei macrofagi del fattore chemiotattico CXCL8 [128]. | neutrofili apparentemente mancano di IL-
21R ma possono essere reclutati in siti di infiammazione indirettamente attraverso l'induzione di
CXCL8 mediata da IL-21 sui macrofagi stessi: il ruolo critico svolto dall'lL-21 nella differenziazione
ed espansione delle cellule Thl7, porta alla produzione di citochine della famiglia IL-17 che

influenzano il reclutamento e la funzione dei neutrofili [128, 129]. Pertanto, IL-21 puo inibire le
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risposte immunitarie o esacerbarle, a seconda della popolazione mieloide considerata e del tempo di

esposizione della citochina durante 1’induzione della risposta immunitaria [125] (Fig.7).
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Fig.6: Effetti dell' IL-21 sulla sopravvivenza e la funzione delle cellule B.

L'effetto (i) dell' IL-21 sui linfociti B dipende dalla natura dei segnali co-stimolatori ricevuti. a : In assenza
di segnalazione attraverso il recettore delle cellule B (BCR) o in presenza della segnalazione attraverso i
recettori Toll-like (TLR), IL-21 induce I'apoptosi delle cellule B. b : In presenza di segnalazione attraverso il
BCR e/ o interazioni cellula-cellula con le cellule T che provocano la produzione di citochine come IL-4,
IL-21 pud indurre la commutazione della classe di anticorpi e la produzione di anticorpi, insieme alla
differenziazione delle cellule B verso cellule di memoria post-switch o plasmacellule. Livelli elevati o0 non
regolati di IL-21, presentano un potenziale utile per indurre disturbi di natura autoimmune derivanti dalla
sovrapproduzione di anticorpi. [90]
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Fig.7: Ruolo temporale dell' IL-21 nella risposta immunitaria ai patogeni.

a: L'incontro precoce di agenti patogeni da parte delle cellule dendritiche (DC) porta alla produzione di
interferone-o (IFN-a), IFN-f e interleuchina-12 (IL-12), che a sua volta porta alla maturazione delle natural
Killer (NK). In assenza di attivazione delle cellule T CD4 + in questi primi punti temporali, i livelli di IL-21
sono bassi 0 non rilevabili. b: Successivamente, durante la risposta allo stesso patogeno, le DC presentano
antigeni derivati da patogeni alle cellule T CD4 +, inducendo cosi la differenziazione di queste cellule T in
cellule T helper 1 (TH1) funzionali che producono IL-21. Bassi livelli di IL-21 (frecce sottili) aumentano la

maturazione delle cellule NK e I'attivita citotossica, ma elevati livelli di IL-21 (frecce spesse) potrebbero

indurre I'apoptosi delle cellule NK, nonché sottoregolare la maturazione delle DC24, consentendo al
contempo risposte adattative da parte delle cellule T CD4 + e CD8 +. CTL, linfociti T citotossici. [90]
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3.7 IL-21 ed Autoimmunita

E evidente che 1L-21 controlla una gamma complessa di processi immunitari sia positivi che negativi,
I cui effetti regolatori si ripercuotono su cellule bersaglio di natura linfoide e mieloide. Diversi dati
in letteratura, sostengono I’ipotesi che l'interruzione o I'amplificazione della trasduzione del segnale

mediato da IL-21, potrebbe portare ad effetti vantaggiosi dal punto di vista clinico.

Irregolarita a livello delle cellule T helper, plasmacellule ed espressione dei livelli di autoanticorpi,

sono osservabili nelle malattie autoimmuni, nelle quali svolgono per la maggiore un ruolo dannoso.

IL-21, che agisce sia su cellule di natura linfoide che non, & uno dei principali regolatori delle risposte
immunitarie umorali: é responsabile delle alterazioni delle cellule T helper come le cellule Tfh, Th17
e Treg e dei sottoinsiemi delle cellule B, tra cui le cellule della memoria, le naive e quelle secernenti
anticorpi , la cui patogenesi € stata descritta anche nella maggior parte delle malattie autoimmuni ed
collegata all'alta espressione di IL-21 o IL-21R. Rispetto ai controlli normali, sono stati trovati livelli
elevati di mMRNA o proteine di IL-21 nel siero, nelle cellule mononucleate del sangue periferico
(PBMC) e nei tessuti alterati di pazienti con malattie autoimmuni e correlati con I'inizio e lo sviluppo
della malattia. Queste malattie includono lupus eritematoso sistematico (LES), artrite reumatoide
(RA), trombocitopenia immunitaria (ITP) , diabete di tipo 1 (T1D), sindrome di Sjogren primaria
(pSS), malattia tiroidea autoimmune (AITD), psoriasi [10] e altri. In questo caso, le manipolazioni
per neutralizzare o diminuire la segnalazione di IL-21 possono portare a una nuova direzione pratica

per il trattamento e migliori risultati clinici [125].

Analizzando due modelli murini (Mouse BXSB.B6-Yaa / J, che € un modello di SLE54, e il topo
diabetico non obeso (NOD), che & un modello di diabete autoimmune) deputati per lo studio di
patologie autoimmuni, in cui ¢ stata incrementata I’espressione dell’Il-21 , si & potuto notare che un
locus genetico associato al fenotipo autoimmune nei topi NOD, é il locus di suscettibilita al diabete
insulino-dipendente 3 (Idd3), contenente i geni di codifica sia per I’ IL-21 che per I’[L-2 [131]

| topi NOD presentavano un aumento dei livelli di IL-21 e, questo suggerisce una promozione della
proliferazione omeostatica di una popolazione di cellule T CD8 autoreattive. Il ruolo dell’ IL-21 nella
biologia delle cellule B non é stato discusso dagli autori di questo studio, ma possiamo considerare
I’ipotesi che il numero di cellule B notevolmente ridotto nei topi NOD, ¢ dovuto per I’ effetto
apoptotico dettato dagli alti livelli di IL-21 in assenza di segnali co-stimolatori. Nei topi BXSB.B6-
Yaa / J, IL-21 potrebbe essere quindi un fattore iniziale o un fattore accessorio nell'accumulo di

plasmacellule e dell’alta produzione degli autoanticorpi [133]. In entrambi i modelli NOD e
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BXSB.B6-Yaa / J, resta ancora da determinare se il fenotipo della malattia possa svilupparsi in
assenza di segnalazione mediata da IL-21. In un altro modello murino di autoimmunita, EAE, che €
un modello di sclerosi multipla, il trattamento dei topi con IL-21 prima dell'induzione della malattia
ha notevolmente esacerbato lo sviluppo della malattia mediato dalle cellule NK e la risposta
inflammatoria nel sistema nervoso centrale [132,133,134] con effetti sulle risposte delle cellule B e
T. Inoltre, i livelli circolanti di anticorpi specifici per la mielina erano nettamente superiori a quelli
dei topi non trattati e, le cellule T attivate da IL-21, producevano piu IFN-y in risposta all'antigene
iniziale ed erano pil propensi a indurre encefalite nei topi naive. E interessante notare che la
somministrazione di IL-21 dopo I'induzione di EAE non ha influenzato la gravita della malattia e non
ha indotto livelli piu elevati di produzione di IFN-y da parte dei linfociti T, indicando ancora una
volta che gli effetti di IL-21 sono specifici per lo stadio di la risposta immunitaria, cosi come

I'ambiente delle citochine.

La capacita dell'lL-21 di influenzare la sopravvivenza e la differenziazione sia dei linfociti T che dei
linfociti B la rende un bersaglio attraente per I'intervento terapeutico in un‘'ampia gamma di malattie

inflammatorie-

IL-21 é una citochina pleiotropica prodotta in diversi stadi e siti immunologici dettati da una specifica
risposta immunitaria. | requisiti per la produzione di IL-21 e la generazione di cellule Th che la

producono, sono malattie e tessuti specifici.

Durante uno specifico programma, le cellule T produttrici di 1L-21, possono esprimere schemi di
marcatori, citochine e fattori di trascrizione funzionalmente specifici per una particolare risposta, e
contemporaneamente esprimere molecole che sono antagoniste ad altri programmi, conservando la
capacita di prendere spunti dal cambiamento fattori microambientali nel corso di una risposta

immunitaria [134].
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CAPITOLO 4

4.1 1L-21 e celiachia: la loro correlazione

La celiachia (CD) e una patologia gastrointestinale autoimmune innescata dall'ingestione del glutine,
una proteina presente in alimenti come il grano, orzo, segale ed avena, in quegli individui

geneticamente predisposti.

Gli alleli HLA-DQA1L, DQB1 che codificano per le molecole dell’ eterodimero DQ2 e DQS8,
rispettivamente, sono i principali marcatori noti per la corretta diagnosi della CD. Questi alleli sono
presenti in piu del 95% dei pazienti con CD attiva; tuttavia, spiegano solo circa il 40% della
suscettibilita genetica: pertanto & possibile quindi evidenziare la complessita dal punto di vista
genetico di questa malattia, dato che pare coinvolgere diverse regioni cromosomiche. Alcuni di questi
geni come CELIAC2 e CELIAC4, sono risultati essere coinvolti anche nello sviluppo di malattie
intestinali di natura infiammatoria (IBD), suggerendo almeno in parte una suscettibilita alla malattia
comune. Di conseguenza, piu loci, contenenti geni comuni, sembrano essere coinvolti nella
suscettibilita alla CD. Sebbene I'analisi genetica abbia scoperto molti marcatori, alcuni con funzione
biologica sconosciuta e altri legati alla risposta immunitaria, il contributo individuale di ciascuno é

estremamente basso [135].

Il glutine e formato da gliadine e glutenine ad alto contenuto di prolina e glutammina. Queste proteine
sono anche chiamate prolamine. Le gliadine e le glutenine sono i componenti principali della frazione
di immagazzinamento del grano e sono state ampiamente utilizzate per comprendere i meccanismi

della malattia.

A causa del loro alto contenuto di glutammina e dei pattern di sequenza specifici, le prolamine sono
eccellenti substrati per la deammidazione da parte della transglutaminasi tissutale. Sia i peptidi
deammidati di glutammina che quelli non ammidati vengono presentati ai linfociti T nel contesto
delle molecole HLA-DQ2 o -DQ8 dalle cellule presentanti I'antigene nella lamina propria intestinale.
Alcuni dei peptidi deammidati hanno un'alta affinita per le molecole DQ2 e DQ8 e hanno una capacita
stimolante piu forte [136]. Negli individui suscettibili, la risposta adattativa, mediata dall'attivazione
dei linfociti T antigeni specifici, guida una risposta proinfilammatoria, caratterizzata principalmente
dalla produzione di interferone IFN -y, che termina in un'enteropatia immuno-mediata, dove gli effetti
“collaterali” tipici sono I’atrofia dei villi, iperplasia delle cripte e aumento l'infiltrazione da parte dei

linfociti intraepiteliali. 1l tipo di trattamento che viene attuato in quei soggetti predisposti, € quindi
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una dieta rigorosa e priva di glutine per tutta la vita, che si traduce in una completa remissione dei

sintomi e nel recupero della normale istologia della mucosa [137].

La risposta adattativa convenzionale guidata dal glutine non spiega altri eventi comuni osservati nella
mucosa intestinale danneggiata, come la permeabilita epiteliale alterata, causata dalla rottura delle
giunzioni strette da parte dei peptidi della gliadina come p31-49 a-gliadina [138]. Questi cambiamenti
sono ora riconosciuti come conseguenza dell'attivazione dell'immunita innata mentre 1’attivazione di
una risposta adattativa con relativa correlazione con alcuni meccanismi innati, risultano essere ancora

poco chiari sul come possano influenzare la patogenesi della CD.

In questo scenario, 1 “peptidi tossici” derivanti dal glutine, innescano una risposta immunitaria innata
[139] caratterizzata dalla produzione di IL-15 da parte delle cellule epiteliali e delle cellule
dendritiche della lamina propria [140] IL-15 colpisce la barriera epiteliale aumentandone cosi la sua
permeabilita, attraverso 1’interruzione delle giunzioni strette [150,151] e inducendo I'apoptosi degli
enterociti dopo la riprogrammazione dei linfociti intraepiteliali in cellule natural Killer (NK)
[152,153]. Pertanto, i peptidi immuno-adattivi, possono ora raggiungere la lamina propria ed essere
catturati dalle cellule presentanti I’antigene (DC) , per poi essere esposti ai linfociti T specifici del
glutine [154,155]. Come accennato, le conseguenze dell'interazione del glutine con la mucosa
intestinale in CD sono ben stabilite, mentre i pathway e le classi cellulari coinvolte sono ad oggi
ancora da ben definire: vi & una crescente evidenza di un effetto tossico diretto delle gliadine, il

componente piu studiato del glutine, in diversi modelli biologici [156].

Negli ultimi tempi la definizione clinica di celiachia & cambiata in quanto dall'immagine classica
legata essenzialmente al malassorbimento e al danneggiamento della mucosa intestinale, si € passati
a sintomi lievi o assenti associati a moderato danno mucoso. In questo contesto, il termine " potenziale
CD" é stato assegnato ad individui con DQ2 o DQ8 appropriati, produzione di anticorpi anti-
transglutaminasi (anti-tTG) e mucosa normale dell'intestino tenue, classificati come Marsh 0 (TO,
nessun danno) o Marsh 1 stadio (T1, solo infiltrazione intraepiteliale aspecifica) [157, 158]. Questi

sono anche definiti "casi positivi sierologici.

Un altro particolare da tenere presente nell’andamento di questa patologia ¢ il ruolo dei linfociti T,
che sembrano attivarsi e differenziarsi verso un pattern Thl, come suggerito dagli alti livelli di
interleuchina 2 (IL -2), interferone gamma (IFN -y) e dalla trascrizione fattore T-bet ; pare dunque
che la celiachia venga mediata da una risposta Th1l predominante ma, non € ancora del tutto chiaro

come le cellule Th1 siano indotte e mantenute nell'intestino dei pazienti con CD [157].
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Le prove sperimentali indicano che un'interazione attiva e dinamica tra cellule immunitarie e non,
abbiano un ruolo cruciale nell'avvio e nella formazione di questo processo patologico e che le
citochine siano mediatori essenziali in questo dialogo incrociato. L’ IL-21, un membro della famiglia
dei recettori a catena y comune, esercita effetti su piu classi cellulari ed ¢ stata recentemente proposta
come molecola chiave in questo processo. L'espressione di quest’ultima risulta essere aumentata
all’interno della mucosa intestinale sia di pazienti pediatrici che di soggetti adulti con CD attiva,
rispetto ai pazienti CD che seguono una dieta priva di glutine e ai pazienti sani di controllo. Pochi
studi hanno esaminato I'IL-21 in potenziali CD, suggerendo che l'espressione del’mRNA &
notevolmente ridotta rispetto a CD attivi e pazienti di controllo. E stato dimostrato che IL-15, una
potente citochina pro-inflammatoria sovraregolata nella mucosa intestinale di CD, regola la
produzione di IL-21. E interessante notare che, nella potenziale mucosa duodenale CD, 1L-15 & meno
espressa rispetto alla CD attiva. Anche la famiglia delle citochine IL-17 ha un ruolo importante nel
dialogo incrociato tra immunita adattativa e innata. E stato dimostrato che le cellule Th 17 producono
IL-21 e questa citochina sostiene o promuove la differenziazione delle cellule Th 17 e controlla
positivamente I'espressione di IL17A. IL-17, prodotta dalle cellule Th 17, partecipa alla patogenesi
di diverse malattie autoimmuni. E stato dimostrato che & aumentato nel CD attivo, sebbene van
Leeuwen et al. non lo abbia confermato. Allo stesso tempo, IL-17 non sembra essere espressa in
potenziale CD [158, 159].

Data questa varieta di effetti, non sorprende che IL-21 possa svolgere un ruolo chiave nell'inizio,
modulazione e progressione di reazioni infiammatorie implicate in diverse malattie immuno-mediate,
come le malattie autoimmuni. La sovraespressione di IL-21 nelle cellule beta pancreatiche determina
la produzione di citochine inflammatorie (come IL-17A, IL-17F e IFN-y) e chemochine, oltre a
contrastare I'effetto soppressivo delle cellule Treg portando allo sviluppo del diabete di tipo 1. In CD,
il locus IL-21 (sul cromosoma 4g27) é stato collegato a un aumento del rischio di malattia e il livello
sierico di IL-21 sembra essere aumentato in CD rispetto a popolazione di controllo sana. Inoltre,
I'espressione dell'mRNA di IL-21 nella mucosa duodenale era correlata allo stadio di CD, essendo
espressa a un livello molto basso in pazienti asintomatici, o all'inizio della storia patologica, e
sovraregolata in patologia conclamata. E interessante notare che la densita delle cellule produttrici di
IL-21 é risultata aumentata nella lamina propria, dopo stimolazione in vitro con digest peptico-triptico
della gliadina. Pertanto, le cellule T CD4 + IL-21 + specifiche del glutine sono presenti e inclini a
rispondere a stimoli adeguati. Possiamo supporre che, nella fase iniziale della celiachia, i linfociti T
CD4 + reattivi al glutine siano inibiti da meccanismi regolatori efficaci, mentre durante la
progressione della malattia in presenza di stimoli specifici queste cellule diventano capaci di

sintetizzare IL-21 . Questo fenomeno potrebbe provocare un'amplificazione dell'inflammazione
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mucosa in corso, contribuendo all'atrofia dei villi duodenali. Pertanto, sara quindi necessario
predisporre degli studi sulla valutazione dell’espressione di IL-21 in merito ai diversi stadi che

caratterizzano l'atrofia dei villi.

Altri dati precedenti mostrano che IL-15, una potente citochina proinfiammatoria sovraregolata nella
mucosa intestinale di CD, é necessaria per la regolazione di IL-21. Infine, e stato dimostrato che i
livelli sierici di IL-21 sono piu alti nei CD rispetto ai controlli. Tutte queste informazioni
suggeriscono che in potenziale CD ci sono gia segni che suggeriscono l'inclinazione Thl. Si puo
ipotizzare che manchino i segnali necessari per sostenere e mantenere adeguatamente I'amplificazione

della risposta Th1l.

Lo scopo della mia ricerca e stato quello di analizzare alcuni campioni di pazienti affetti da celiachia
per individuare la presenza di IL-21 a livello sierico e la sua possibile correlazione con il danno della
mucosa duodenale [157].
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MATERIALE E METODI

Reclutamento pazienti

La raccolta del materiale di studio, campioni di sangue di 160 pazienti affetti da celiachia (come
riportato nella Tabella A), & avvenuta previo il consenso informato scritto. La ricerca e stata approvata
dal Comitato Etico della Scuola di Medicina, Universita degli studi di Napoli "Federico II", Italia, ed
era conforme ai principi della dichiarazione di Helsinki Il. Il suddetto studio infatti e stato possibile
grazie alla collaborazione con il Dipartimento di Medicina traslazionale e il Laboratorio Europeo per
le malattie indotte dagli alimenti (ELFID).

La diagnosi e stata basata secondo i criteri ESPGHAN insieme ai parametri di classificazione Marsh
modificata (TO, normale infiltrazione linfocitaria e atrofia dei villi; T1, oltre il 30% di aumento dei
linfociti intraepiteliali, enterite linfocitaria; T2, T1 con iperplasia della cripta; T3a, T2 con atrofia dei
villi parziali; T3b, T2 con atrofia dei villi subtotali; T3c, T2 con atrofia dei villi totali) [160] (Tabella
B). Le IgA anti-tessuto transglutaminasi (IgA anti-tTG) sono state analizzate con I’ausilio dell’ELISA
test (Eurospital Diagnostics, Trieste, Italia), Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, un metodo di
analisi immunologica usato in biochimica per la rivelazione e il dosaggio di antigeni o anticorpi, come

precedentemente descritto [161].

Centoventi pazienti erano stati classificati come soggetti in fase attiva di CD (fascia di eta 0,8-71):
50 di loro erano adulti (ovvero> 18 anni) e la grande maggioranza (40/50) e risultata essere poco
sintomatica, in quanto presentava anemia o ridotta densita minerale ossea. Quaranta pazienti invece
erano in remissione con dieta priva di glutine (fascia di eta 16-48 anni). Da venti pazienti sono stati
raccolti campioni di siero, prelevati secondo diversi intervalli di tempo (scala temporale) ovvero
prima e 12 mesi dopo la dieta priva di glutine. La remissione della malattia é stata documentata per
mezzo dell’analisi degli autoanticorpi: al momento della loro scomparsa il paziente non presentava
pill le caratteristiche di CD. I gruppi di controllo erano composti da 45 donatori di sangue di volontari
sani (fascia di eta 19-45 anni). | sieri sono stati conservati a -80 C° e sono stati scongelati soltanto al

momento della sperimentazione.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Sono stati utilizzati kit ELISA specifici per misurare i livelli sierici di 1L-21 (eBiosciences, Milano,
Italia), secondo il protocollo del produttore. Ogni campione é stato diluito 1:10 e testato in triplicato.
La deviazione tra i triplicati era <10% per qualsiasi valore riportato. La soglia di sensibilita piu bassa

era 0,1 ng/ml.
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La risposta analitica era lineare approssimativamente tra 0,162 e 1,200 dei valori di assorbanza
(corrispondenti a 0,1 - 50 pg/ml) come valutato dal test di diluizione seriale usando un siero
fortemente positivo (dati non mostrati). Per campioni con concentrazione di sIL-21 superiore a 100

ng / ml, i test ELISA sono stati ripetuti utilizzando un fattore di diluizione maggiore (1: 100).

Analisi statistica

L'analisi statistica e stata eseguita utilizzando il test U di Mann-Whitney per il confronto dei livelli di
IL-21. 1l test Wilcoxon é stato condotto per analizzare le differenze nella produzione di IL-21 prima
e dopo una dieta priva di glutine. L'analisi di correlazione di Spearman e stata utilizzata per valutare
la relazione tra IL-21 e livelli di IgA anti-tTG o classificazioni istologiche. Un valore p inferiore a
0,05 é stato considerato statisticamente significativo. Tutte le analisi sono state eseguite utilizzando
il software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., CA, USA)

Tabella A. Caratteristiche demografiche del Gruppo di studio

Eta (anni) Danno della Autoanticorpi anti-tTG IgA
mucosa (ng/ml)
( n°secondo la
scala di Marsh)
Donatori di sangue 19-45 non applicabile non rilevabile
sani 30F,15M
(n=45)
CD totali 1-71 TO, n=33 6.9+22
(n=160) 105 F, 55 M T1, n=7
T2, n=16
T3, n=104
1-71 T2, n=16 9,1-26
Non trattati 84F, 36 M T3, n=104
(n=120) 18-48 T0, =33 0.185
Trattati 21F, 19 M T1,n=7
(n=40)
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Non trattati: pazienti CD con diagnosi confermata.

Trattati: pazienti CD seguiti con una dieta priva di glutine

Tabella B. Classificazione modificata della scala di Marsh di campioni istologici trovati in pazienti

celiaci.
Marsh | IEL/100 enterociti- | IEL/100 enterociti- | Iperplasia delle cripte | Villi
Type | Digiuno duodeno
0 <40 <30 Normale Normale
1 >40 >30 Normale Normale
2 >40 >30 Aumentato Normale
3a >40 >30 Aumentato Blanda atrofia
3b >40 >30 Aumentato Marcata atrofia
3c >40 >30 Aumentato Completa atrofia

IEL/100 enterociti, linfociti intraepiteliali per 100 enterociti.

e Tipo 0: Normale; potenziale CD; CD altamente improbabile.
e Tipo 1: Visto in pazienti che seguono una dieta priva di glutine (suggerendo che si stanno ingerendo
quantita minime di glutine o gliadina); potenziale CD; pazienti con dermatite erpetiforme; i familiari
di pazienti con CD, non specifici, possono essere visti nelle infezioni.
e Tipo 2: Molto raro, visto occasionalmente nella dermatite erpetiforme.
e Tipo 3: Spettro dei cambiamenti osservati nel CD sintomatico.
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RISULTATI

Lo scopo del nostro studio é stato quello di verificare la presenza di IL-21 nei sieri di pazienti con
CD utilizzando uno specifico test ELISA e, i risultati ottenuti sono stati confrontati con un gruppo di
donatori sani. | livelli di IL-21 risultavano essere notevolmente aumentati nella maggior parte dei
pazienti con CD (intervallo 16,0-2000,0 pg/ml, media 192,7 pg/ml; mediana 89,7 pg/ml e media
geometrica 99,08 pg/ml, IC al 95%), che risultava essere significativamente piu alta ( p <0,001)
rispetto ai controlli (intervallo 16,0-42,2 pg/ml, media 21,0 pg/ml; media 16,0 pg/ml e media
geometrica 20,3 pg/ml, IC al 95%). Non é stata trovata alcuna correlazione tra i livelli di IL-21 e I'eta

0 la presenza dei sintomi (dati non mostrati).

Successivamente, abbiamo analizzato i pazienti con malattia attiva (CD-trattati, n = 120) e gli
autoanticorpi IgA anti-tTG positivi (> 9 ng/ml), soggetti in remissione con dieta priva di glutine
(trattati con CD, n = 40) e gli autoanticorpi tTG negativi (<9 ng/ml). | dati ottenuti, valutando le
concentrazioni sieriche di I1L-21 nei due sottogruppi, hanno dimostrato una diversa capacita di
produzione di IL-21. Come mostrato in Fig. 1A, i livelli sierici di IL-21 sono significativamente piu
alti nei pazienti con CD non trattati rispetto a quelli in remissione (range 16,2-2000,0 pg/ml e 16,0-
76,3 pg/ml rispettivamente, p <0,0001). E interessante notare che i sieri raccolti dagli stessi pazienti
prima e 12 mesi dopo l'inizio della dieta priva di glutine hanno mostrato una chiara riduzione della
quantita di IL-21: vale a dire, i pazienti che hanno mostrato alti livelli di IL-21 alla diagnosi (intervallo
16,2-428, 1 pg/ml, media 179,1 pg/ml; mediana 155,3 pg/ml e media geometrica 115,6 pg/ml, IC
95%) hanno mostrato livelli quasi inosservabili della stessa citochina dopo una dieta priva di glutine
(intervallo 16,0-59,2 pg/ml , media 26,2 pg/ml; mediana 26,3 pg/ml e media geometrica 24,6 pg/ml,
IC al 95%), p <0,001. Pertanto, nei pazienti con CD che seguono una dieta priva di glutine, le quantita
sieriche di IL-21 avevano raggiunto gli stessi valori che sono stati evidenziati nei controlli sani (p =
0,075). Di interesse, nessuna diagnosi € stata osservata in cinque pazienti con CD con bassi livelli di
IL-21 alla diagnosi (Fig. 1B).

Inoltre, é stata osservata una correlazione positiva statisticamente significativa nei pazienti con CD
tra i livelli sierici di IL-21 e gli autoanticorpi tTG (Spearman r = 0,211, p = 0,0001) (Fig. 2A). La
correlazione risultava essere significativa anche quando erano considerati solo i pazienti con CD
attivo (Spearman r = 0,475, p <0,0001) (Fig. 2B).

Di particolare interesse € stata anche 1’evidenza di una correlazione positiva e fortemente significativa
dal punto di vista istologico, in particolare sono stati valutati e confrontati i livelli sierici di IL-21 con

la classificazione istologica analizzata secondo la classificazione modificata di Marsh (Spearman r =
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0,877, p <0,0001) (Fig. 3). Pertanto, sembra che la produzione di IL-21 rifletta il danno della mucosa
a livello locale.

E possibili quindi concludere affermando che I' IL-21 & presente nei sieri di pazienti con CD e il suo

livello ¢ correlato alla presenza di autoanticorpi, al danno istologico e alla presenza di glutine.
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Figura 1. Correlazione tra i livelli sierici di IL-21 e pazienti CD trattati con una dieta priva di glutine

A. | pazienti con CD sono stati suddivisi in due gruppi: non trattati, con diagnosi confermata e trattati, con
dieta priva di glutine. | pazienti con CD trattati mostrano una riduzione della produzione di 1L-21.

B. Sieri raccolti dallo stesso Gruppo di pazienti (n = 20) a distanza di un anno dalla dieta priva di glutine ha
mostrato una forte riduzione dei livelli sierici di IL-21 (p <0,0001).

I risultati sono espressi in pg/ml. Ogni campione é stato diluito 1:10 e testato in triplicato. La deviazione tra i
triplicati era <10% per qualsiasi valore riportato
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Figura 2. Correlazione tra le concentrazioni di autoanticorpi IgA anti-tTG sierici e IL-21 in pazienti
con CD.

A. Le analisi di valutazione sui sieri evidenziano che esiste una correlazione significativa e positiva tra
la concentrazione plasmatica di IL-21 e gli autoanticorpi IgA anti-tTG in tutti i pazienti con CD (n =
160; r = 0,211, P <0,0001).

B. Correlazione simile e stata osservata anche tra i due parametri nei pazienti con CD non trattati
(regime dietetico libero) (n = 120; r = 0,475, P <0,0001). Una linea verticale tratteggiata rappresenta
il valore di
cut-off di 9 ng/ml per gli autoanticorpi IgA anti-tTG (come suggerito dai protocolli del produttore).

Le linee tratteggiate indicano l'intervallo di confidenza del 95% della linea piu adatta (linee continue).
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Figura 3. Correlazione tra i livelli sierici di IL-21 e i danni alla mucosa secondo la classificazione
modificata di Marsh.

Vengono mostrati i dati di pazienti con CD non trattati e CD che hanno seguito una dieta senza glutine. Una

correlazione positiva significativa é stata osservata quando i livelli plasmatici di IL-21 sono stati confrontati

con il grado di danno alla mucosa intestinale (classificato come classificazione Marsh) (n = 67; r = 0,887, P
<0,0001).
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DISCUSSIONE

La celiachia (CD) é una patologia autoimmune caratterizzata dalla presenza di autoanticorpi e linfociti
T, che agiscono simultaneamente come effettori nella formazione del danno tissutale a livello della
mucosa duodenale [162,163,164]. | risultati ottenuti tramite analisi genetiche, cliniche e di laboratorio
su pazienti affetti da celiachia, hanno dimostrato che la patologia viene a determinarsi a causa della
presenza ¢ dunque dell’attivita di specifiche cellule T reattive per il glutine, quali CD4" ma,
successivamente € stata evidenziata una correlazione fra le cellule CD4" e i linfociti T CD8" nonché

le cellule B.

I1 coinvolgimento di quest’ultime in particolare ¢ basato sull’interazione funzionale che si viene a
creare con le cellule T CD4*, portando cosi alla produzione di anticorpi anti-tTG. E importante notare
che il coinvolgimento delle cellule B fungera da circuito amplificatore per le stesse cellule T: i peptidi
saranno selezionati come substrati specifici per il tTG e come epitopi per i linfociti T. Tutte queste
osservazioni portano a supporre che la risposta dettata dalle cellule T anti-glutine debba raggiungere
una precisa importanza per diventare patogena [165].
Inoltre i meccanismi deputati allo sviluppo della patogenesi, svolgono un ruolo chiave nella sotto
modulazione dei processi inflammatori: le cellule T regolatorie (Treg) sembrano assumere un effetto
inibitorio massimo sulle Thl [162,163,164], infatti dalla letteratura si evidenzia che i cloni di cellule
T CD4 + sensibili al glutine, appartengono alla classe di linfociti T helper 1 (Th1). In effetti questo
gruppo di cellule produce principalmente IFN-y, in combinazione con la secrezione di altre citochine
come IL-4, IL-5, IL-10, TNF e TGF- B. Gli alti livelli prodotti di IL-10 da parte di molte cellule T,
suggeriscono che alcune di queste cellule sensibili al glutine, rappresentano la classe Treg di tipo 1,
nonostante la produzione di IFN-y [166]. In alternativa, questo potrebbe essere interpretato come un
fenomeno di autocontrollo esercitato dalle cellule Thl stesse [167]. Pertanto, le citochine, o una
combinazione di esse, potrebbe svolgere il ruolo di molecola modulatrice delle funzioni dei Treg
stessi. Dopo I'esposizione al glutine, per via orale o per iniezione intradermica, i pazienti trattati
presentavano sintomi gastrointestinali, probabilmente correlati con la produzione sistemica di
citochine, in particolare i livelli quantitativi di IL-2 e IL-8 risultavano essere maggiori a 2 ore
dall’esposizione rispetto all’insorgenza dei sintomi [168,169].
Di recente, é stato dimostrato che, nella mucosa duodenale del CD, i linfociti T CD4+ risultano essere
gia attivati e differenziati in cellule effetrici Thl e, i meccanismi regolatori che stanno alla base
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assumono un ruolo cruciale nel down-regolare i processi di inflammazione che si verranno a formare
in queste prime fasi del CD [170]. Possiamo quindi considerare i Treg come la popolazione principale
coinvolta nella repressione dell'attivita di Th1l. Da notare che Treg é presente e attivo nel CD [171.].
E possibile quindi che le funzioni di Treg siano regolate dalle citochine prodotte localmente e, una
particolare combinazione di queste, sia responsabile della progressione del danno alla mucosa
[172,173]; a tal proposito 1’IL-21 potrebbe avere un ruolo chiave in questo processo influenzando
allo stesso tempo sia lo stato infiammatorio della mucosa che la capacita soppressiva di Treg e / o, in

caso contrario, la risposta delle cellule effettrici a Treg.

L’IL-21 mostra un ampio campo d’azione a seconda dei segnali ambientali che la circondano e di
conseguenza puo agire andando a modulare sia le risposte immunitarie di tipo umorale che quelle di
tipo cellulare. Sembra agire su diverse linee cellulari, comprese non solo quelle immunitarie (es.
cellule T CD4* e CD8*, cellule Treg, cellule B, NK e DCs), ma anche cellule epiteliali, cellule
sinoviali, cellule stromali e cellule endoteliali [174]. L'IL-21 sembra avere un ruolo fondamentale
nella produzione di TGF-B, un fattore chiave nel pathway di differenziazione delle cellule T CD4*
umane in cellule Th-17 ; studi su cellule di tipo umano infatti hanno dimostrato che 1’IL-21 pud anche
promuovere la differenziazione di Thl, migliorando cosi I'espressione dei fattori di trascrizione
associati a Thl e aumentando la produzione di IFN-y [175]. Essa € in grado anche di regolare
negativamente la maturazione e la funzione delle cellule dendritiche, inoltre sembra antagonizzare
I'espressione mediata da TGF-B di Foxp3, inibendo cosi la differenziazione periferica dei Treg
[176,177]. Alcuni dati indicano che I’TL-21 contribuisca alla generazione di Treg, i quali presentano
un ruolo chiave per la produzione dell’IL-10 di tipo 1, agendo con azioni immunosoppressive [178].
D'altra parte, IL-21 ha dimostrato di rendere le cellule T CD4" resistenti agli effetti soppressivi di
Treg [179,180]. Infine, sembra svolgere un ruolo cruciale nella regolazione dei meccanismi di
proliferazione delle cellule B; risulta essere necessaria per la corretta formazione del centro germinale
(GC), la differenziazione delle plasmacellule, la produzione di immunoglobuline e I'isotipo di
commutazione [181,182]. Pertanto, la sua assenza potrebbe spiegare la mancanza di progressione

verso il danno della mucosa.

In effetti, nel modello sperimentale NOD per il diabete di tipo 1, durante la fase di insulite, la
mancanza di segnalazione di IL-21 protegge i topi NOD, ma quando si sviluppa un danno pancreatico,
i livelli di IL-21 aumentano [183]. La sovraespressione di IL-21 nelle cellule B del pancreas induce
citochine inflammatorie e chemochine tra cui IL-17A, IL-17F e IFN-y e le proteine chemiotattiche
monociti-1 e -2 e neutralizza la capacita soppressiva delle cellule Treg con lo sviluppo del diabete di

tipo 1 [184]. In conclusione, dato il gran numero di effetti che 1’IL-21 manifesta sul sistema
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immunitario, le e stato attribuito un ruolo determinante nell'inizio e nella progressione delle reazioni
infiammatorie coinvolte in diverse malattie autoimmuni.

I nostri risultati dimostrano che i pazienti con CD non trattati hanno concentrazioni di IL-21
significativamente piu elevate rispetto ai controlli, mentre il livello di IL-21 risulta essere piu basso
nei pazienti con CD trattati (seguendo una dieta priva di glutine). A questo punto possiamo
presupporre che i soggetti trattati con terapie mirate, sviluppano una concentrazione quasi
inosservabile di questa citochina: questo porterebbe a supporre un possibile ruolo del glutine come
autoantigene, con funzione stimolante sulla produzione della citochina stessa. [185,186]. Inoltre, la
scoperta di una correlazione positiva tra la quantita sierica di 1L-21 e il grado di danno alla mucosa
duodenale, suggerisce un possibile effetto immunomodulatore piuttosto rilevante da parte di questa
citochina sulle funzioni dei linfociti T citotossici. Si potrebbe ipotizzare quindi che all'inizio dello
sviluppo della patologia I'assenza di IL-21 porterebbe al fallimento di un circuito di feedback positivo
che aiuterebbe ad amplificare e a stabilizzare la cellula Thl gia coinvolta. Infatti ¢ noto che 1’ IL-21
migliori la secrezione di proteasi degradanti della matrice extracellulari da parte delle cellule stromali
e chemiotattiche da parte delle cellule epiteliali [182] , neutralizza le attivita immunosoppressive delle
cellule Treg [187,188,189,182]. Cio potrebbe ulteriormente spiegare la correlazione tra i livelli sierici
di IL-21 e il danno alla mucosa. Da notare che il meccanismo di danno alla mucosa duodenale € un
processo generalmente lento che si evolve nel tempo, portando a una crescente gravita del danno che
si conclude con una distruzione totale dei villi, definita come atrofia. Allo stesso modo la
concentrazione di IL-21, puo aumentare nel tempo sia in pazienti non diagnosticati sia in pazienti non

trattati (ovvero che non seguono una dieta priva di glutine).

Tuttavia ¢ stato ampliamento dimostrato che 1’IL-21 svolge un ruolo chiave nei meccanismi di
controllo delle cellule B e del plasma e, pud contribuire anche alla produzione di autoanticorpi
associati a CD [192,193,194]: di conseguenza, i nostri dati mostrano che i livelli sierici di IL-21 sono
correlati ai titoli sierici di autoanticorpi anti-TG.

Precedentemente i dati mostravano che la densita delle cellule produttrici di IL-21 risultava essere
pil elevata a livello della lamina propria della mucosa duodenale (sia in esperimenti ex vivo che in
vitro) [170; 171, 191]. Questi risultati suggeriscono che, nelle prime fasi del CD, le cellule T CD4",
IL-21 e cellule T specifiche per il glutine, sono presenti e predisposte a rispondere a stimoli adeguati.
Pertanto, possiamo ipotizzare che, nella fase iniziale del CD, le cellule T CD4" reattive al glutine
siano controllate da meccanismi regolatori efficaci mentre durante la progressione della malattia, in
presenza di stimoli specifici, queste cellule sono in grado di sintetizzare grandi quantita di IL- 21, che

andra ad amplificare I'attuale inflammazione della mucosa e contribuira all'atrofia dei villi duodenali.
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In conclusione, i nostri risultati mostrano livelli elevati di 1L-21 nel siero di pazienti con CD non
trattato, confrontati con CD su dieta priva di glutine e donatori sani e, una correlazione della quantita
di questa citochina con il danno della mucosa duodenale e la produzione degli autoanticorpi. Questo
studio fornisce un'ulteriore prova dei dati emergenti sul potenziale ruolo dell'lL-21 nella patogenesi
del CD.

Infine, lo sviluppo di molecole in gradi si neutralizzare IL-21 (come gli anticorpi bloccanti o le
proteine ricombinanti) costituisce un interessante target terapeutico per le malattie autoimmuni.
Tuttavia, poiché 1’ IL-21 e coinvolta nei meccanismi di difesa dell'ospite contro infezioni e tumori,
sono necessarie ulteriori indagini per valutarne la sua efficacia e, soprattutto, i potenziali eventi

avversi in ambito clinico.
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