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Ruolo delle T regolatorie nel trapianto
delle malattie autoimmuni
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Riassunto

E noto che il subset di cellule T regolatorie (T-reg)
svolge un ruolo fondamentale nel modulare la rispo-
sta immune. Le T-reg possono essere carattetizzate
immuofenotipicamente attraverso la co-espressone di
CD4/CD25"¢" e FOXP3 intracitoplasmatico. Il tra-
pianto di cellule staminali ¢ entrato nella pratica co-
mune del trattamento delle malattie autoimmuni re-
frattarie alla terapia convenzionale. L’effetto terapeu-
tico del trapianto ¢ dovuto almeno in parte alla diffe-
renziazione dei linfociti T in T-reg. Dopo espansione
in vitro ’infusione di una quantita adeguata di cellu-
le T-reg, potrebbe pertanto essere considerata un’in-
teressante opzione terapeutica in questi pazienti sot-
toposti a trapianto di cellule staminali.

Summary

Role of T regulatory cells in transplantation of au-
toimmune diseases

It is know that subset of T regulatory (T-reg) lymphocyte
plays a role in modulating immune answer. T-reg can be
immunophenotipically characterized by co-expression of
CD4/CD25"" and intracytoplasmatic FOXP3. In medi-
cal practice bone marrow transplantation is routinely em-
ployed in the treatment of immune diseases refractory to
conventional therapy. The therapeutic effect of stem cell
transplantation is due to differentiation of T lymphocytes
in T-reg cells. After in vitro expansion, infusion of adequa-
te amount of T reg cells might be considered a therapeu-
tic choice in patients with autoimmune disease treated by
bone marrow transplantation.

Key-words: T-regulatory, FOXP3, stem cell transplantation,
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La medicina rigenerativa si presenta come un settore della
medicina traslazionale il cui obiettivo ¢ rappresentato dalla
ricostruzione di tessuti danneggiati da patologie, traumi, o
a causa dell’invecchiamento attraverso 'uso di cellule sta-
minali. I’impiego di cellule staminali in medicina rigenera-
tiva si esplica attraverso tre strategie principali:

1. trapianto di cellule staminali o loro derivati;
2.uso di cellule staminali o loro derivati per la costruzione

di tessuti bio-artificiali da impiantare nell’organismo (in-

gegneria tessutale);
3.induzione in vivo della proliferazione e differenziazione

delle cellule staminali residenti, con lo scopo di rigenera-
re i tessuti nel sito del danno.

Le sorgenti principali di cellule staminali adulte utilizzate
sono midollo osseo, sangue periferico e tessuto adiposo.

Numerosi studi hanno individuato nelle cellule T regola-
torie (T-reg), grazie al loro potenziale differenziativo, alla
facilita con cui crescono in coltura, una sorgente ideale di

cellule da utilizzare nella terapia cellulare'. Le T-reg sono
definite come cellule T che possiedono capacita modula-
toria nella risposta immune influenzando Pattivita di altre
cellule (cellule APC, cellule T effettrici); in particolare sono
implicate nelle risposte immunitarie agli agenti infettivi, ai
tumori, ai trapianti, alla gravidanza svolgendo un ruolo
cruciale sia in oncologia, dove una loro deplezione rende
la chemioimmunoterapia piu efficace, ma anche nella tera-
pia cellulare propriamente detta dove, al contrario, una loro
implementazione potrebbe giocare un ruolo fondamenta-
le nelle malattie autoimmuni sottoposte a trapianto di cel-
lule staminali emopoietiche (HSC)~

Da un punto di vista fenotipico le cellule T-reg sono
identificate attraverso la co-espressione del CD4/CD25"s";
le cellule T reg sono quindi valutabili anche nel sangue pe-
riferico grazie a metodiche immunocitofluorimetriche.
Tuttavia, la sola espressione combinata CD4/CD25"" non
permette di individuare con precisione tale subset di cellu-
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le T. Recentemente’ ¢ stata individuata espressione di una
fattore trascrizionale, anche circolante, definito FOXP3 che
viene espresso all'interno delle T-reg e che svolge un ruolo
fondamentale nella regolazione dell’espressione di IL2 e
G-CFS inibendone la sintesi. A conferma di cid mutazio-
ni del fattore FOXP3 sono state trovate in numerose pa-
tologie a genesi autoimmune come il diabete di tipo 1,
I’encefalomielite, la colite e ’artrite autoimmune**. La cel-
lula in esame puo essere quindi individuata attraverso
Pespressione di supetficie di CD4/CD25"" ¢ di FOXP3
a livello intracellulare richiedendo tuttavia quest’ultimo la
fissazione e la permeabilizzazione della cellula con conse-
guente possibile deterioramento del segnale di fluorescen-
za degli altri coniugati nelle misure a pit colori.

Possiamo quindi affermare che le T-reg sono un subset
di cellule T che costituiscono solo il 5% circa delle cellule
CD#4 totali, che circolano nel sangue e sono residenti nei
linfonodi, se attivate hanno la capacita di migrare nei tes-
suti, sono sottoposte a loro volta ad uno stretto controllo
omeostatico e possiedono la capacita di sopprimere I’atti-
vita immunitaria delle altre cellule T, delle cellule B e delle
cellule NK. Da quanto esposto finora si desume come le
T-reg possano essere un elemento importante nell’arma-
mentario terapeutico delle malattie auto-immuni data la
loro attivita immunomodulante. F ormai consolidato il
ruolo del trapianto di cellule staminali emopoietiche
(HSCT) nel trattamento di malattie autoimmuni avanzate
e refrattarie alle cure convenzionali, con lo scopo di reset-
ting del sistema immunitario generando spazio per un
nuovo repertorio immunologico indotto dall’infusione
delle cellule staminali emopoietiche (HSC). In particolare
recentemente de Kleer e collaboratori’ hanno dimostrato
come lautotrapianto nell’artrite giovanile induca sia una
riprogrammazione delle cellule T reattive infiammatorie
inducendole ad un fenotipo “tollerante”, sia un ripristino
delle cellule T-reg grazie ad una preferenziale espansione
omoestatica delle cellule CD4/CD25"" nella fase linfo-
penica post trapianto. Nell’'ambito dell’utilizzo delle T-reg
nel trapianto allogenico inoltre, si ¢ potuto dimostrare come
queste cellule non inducano la cosiddetta Graft Versus Host
Disease (GVHD) bensi sopprimono proprio le cellule T
non regolatorie del donatore senza interferire con Iattec-
chimento delle cellule staminali e senza abrogare I'attivita
antitumorale benefica delle cellule T' del donatore infuse
(Graft Versus Leukemia GVL)®. A tale scopo le cellule T-
reg possono essere espanse in vitro per I'ottenimento di
un numero, utile a fini clinici, e quindi somministrate al
paziente, per via sistemica o mediante infusione locale.
L’espansione policlonale in vitro delle T-reg ¢ stata tentata
in passato con la somministrazione esogena di IL2 nelle
colture cellulari specifiche senza pero ottenere una linea
efficiente di tipo long-term. In particolare i primi tentativi
richiedevano Iincubazione con cellule mononucleari allo-
geniche combinate con anticorpi anti CD3, I1L2 e cellule
linfoblastiche o attraverso I'incubazione in vitro delle cel-
lule linfocitarie con cellule APC dendritiche autologhe as-
sociate ad 1L.2 e IL7°.

Anche nella nostra esperienza abbiamo dimostrato come
lincubazione di elementi CD4+ e di MSCs permetta un’au-
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mentata espressione del CD25 e del FOXP3 e quindi un
“viraggio fenotipico” del T CD4+ verso un habitus T-reg.

Piu recentemente, Hoffmann e collaboratori hanno messo
a punto una metodica di espansione in vitro valida che
permette di avere un numero congruo di cellule T-reg an-
che utilizzabili a fini terapeutici. In particolare le cellule T-
reg venivano separate da sangue intero attraverso centrifu-
gazione con Fycoll e successivamente sottoposte a sorting
immunomagnetico sfruttando I'espressione dei marcatori
CD25"¢" e CD4 quindi sottoposte ad incubazione di RPMI
1640 con FCS al 10% (Fetal Calf Serum). Le cellule cosi
incubate venivano poste a contatto con IL2 ad alti dosag-
gl, anticorpi anti CD3 e anti CD28, ottenendo in 3-4 setti-
mane un’ espansione policlonale di circa 40.000 volte di
elementi cellulari che conservavano le caratteristiche im-
munofenotipiche peculiari delle cellule T-reg'’. La necessi-
ta di standardizzare i protocolli per I'isolamento, la mani-
polazione e la espansione di cellule T-reg per 'uso clinico ¢
di estrema importanza sia nel trapianto di cellule staminali
emopoietiche (HSC) sia nel campo della medicina rigene-
rativa. In particolare 'implementazione della regolamenta-
zione sempre piu stringente sulla manipolazione di cellule
per la terapia cellulare ha aumentato la richiesta di operare
in sistemi chiusi completamente automatizzati.
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